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Immunchromatographischer Schnelltest zum Nachweis von SSure-resistenten 

Mikroorganismen im Stuhl. 

In der Beschreibung dieser Erfindung ist eine Anzahl von publizierten Dokumenten 
genannt. Der Gegenstand dieser Dokumente ist durch Bezugnahme in die 
Beschreibung inkorporiert 

Die Erfindung betriff* einen immunchromatographischen Schnelltest, insbesondere 
einen Teststreifen, zum Nachweis einer Infektion eines Saugers rnit einem Saure- 
resistenten Mikroorganisrnus. Es wird (a) eine Stuhlprobe des Saugers unter 
Verwendung (aa) eines Rezeptors unter Bedingungen inkubiert, die eine 
Komplexbildung eines Analyten bzw. eines Antigens aus dem Saure-resistenten 
Mikroorganisrnus mit dem Rezeptor erlauben; oder (ab) mindestens zweier 
unterschiedlicher Rezeptoren unter Bedingungen inkubiert, die eine Komplexbildung 
eines Analyten bzw. Antigens aus dem Saure-resistenten Mikroorganisrnus mit den 
mindestens zwei Rezeptoren erlauben und wobei der Rezeptor gernafc (aa) oder die 
Rezeptoren gemafc (ab) einen Analyten bzw. ein Antigen spezrfisch bindet/binden, 
das zumindest bei einem Teil der Sauger nach der Darmpassage eine Struktur 
aufweist, die der nativen Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger 
nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure-resistenten Mikroorganisrnus oder 
einem Extrakt oder Lysat davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment 
davon oder einem synthetischen Peptid Antikorper produziert; und (b) die Bildung 
mindestens eines Anlalyten- bzw. Antigen-Rezeptorkomplexes gemaB (a) nachweist. 
Vorzugsweise ist der Saure-resistente Mikroorganisrnus ein Bakterium, 
insbesondere Helicobacter pylori, Helicobacter hepaticus, Campylobacter jejuni oder 
Mycobacterium tuberculosis. Ferner bevorzugt ist, daS der Rezeptor/die Rezeptoren 
an ein Epitop/Epitope einer Katalase bindet. Ferner betrifft die Erfindung 
diagnostische Zusammensetzungen und Testvorrichtungen, die die vorgenannten 
Komponenten enthalten sowie diese enthaltende Verpackungen. 



Der Nachweis der Infektion eines Saugerorganismus mit einem mikrobiellen 
Pathogen oder Parasiten kann heute auf verschiedene, invasive, semi-invasive oder 
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nicht-invasive Alien gefuhrt werden. Alle invasiven Methoden setzen eine 
Endoskopie und Biopsie voraus. Beim Einsatz dieser Techniken wird die korperliche 
Integritat des Untersuchten verletzt, z.B. bei der Entnahme einer Biopsie. Eine 
Entnahme von Biopsie ist aufwendig, verusacht hone Kosten und bedeutet meist 
eine groBe Belastung fur den Patienten. Da die Infektion mit bestimmten 
Mikroorganismen, beispielsweise mit H. pylori nicht Qber die gesamte 
Magenschleimhaut verteilt sein muB, ist durch Biopsie-Entnahme an einer nicht- 
infizierten Stelle ein falsch-negatives Ergebnis moglich. Ein weiterer Nachteil aller 
invasiven Methoden ist die Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse durch 
fruhere Behandlung mit Protonenpumpen-Hemmem, Bismut Oder Antibiotika. 

Semi-invasive Oder nicht-invasive Diagnosetechniken stellen VerSnderungen in ^ 
Parametern fest, die ohne einen Eingriff in den Organismus gemessen werden 
kQnnen. Bevorzugt werden hierzu Korperflussigkeiten und Ausscheidungen wie 
Serum, Atemluft, Urin, Speichel, SchweiS Oder Stuhl, beprobt und analysiert. 

Diagnose-Techniken lassen sich anhand der nachgewiesenen Parameter in direkte 
und indirekte Methoden einteilen. Bei direkten Methoden wird das Vorhandensein 
des Pathogens Oder Parasiten, seiner Bestandteile oder deren Abbauprodukte durch 
Elektronenmikroskopie, optische Charakterisierung, Massenspektrometrie, Messung 
der radioaktiven Zerfallsprodukte oder spezifische enzymatische Reaktionen 
nachgewiesen. Oft sind diese Verfahren jedoch mit hohem apparativem Aufwand 
verbunden (z.B. Atemtest). Indirekte Verfahren greifen dagegen auf den Nachweis ™ 
von Reaktionen des Wirtsorganismus auf das Pathogen oder den Parasiten zuruck, 
z.B. das Vorhandensein von AntikSrpem gegen Antigene des Pathogens im Serum 
oder im Speichel des Wirts. 

Nachdem der Eingriff in den Organismus bei invasiven Techniken fQr den 
Organismus in den meisten Fallen belastend und haufig auch mit hohem 
apparativen Aufwand sowie einem gesundheitlichen Risiko verbunden ist, stellen 
nicht-invasive Techniken durch die vergleichsweise einfache Erfassung von Proben 
der oben beschriebenen KorperflGssigkeiten und Ausscheidungen die Methode der 
Wahl dar. Da weiterhin nicht jeder Wirt in gleicher Weise auf ein bestimmtes 
Pathogen oder einen bestimmten Parasiten reagiert, und die Reaktion des Wirts mit 
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Verzogerung einsetzen und zudem auch nach Entfernung des Pathogens oder 
Parasiten aus dem Organismus persistieren kann, sind direkte Verfahren stets 
vorzuziehen. Idealerweise wird also eine Diagnose durch den nicht-invasiven, 
direkten Nachweis des Pathogens oder Parasiten in Korperflussigkeiten oder 
Ausscheidungen erstellt Dies errnbglicht im Gegensatz zu indirekten Verfahren die 
Bestimmung des aktuellen Infektionsstatus. 

Ein diagnostisches Verfahren sollte daruber hinaus auch auf weitere Gesichtspunkte 
hin optimiert sein: Hohe Reproduzierbarkeit, Sensitivitat und Spezifitat, garantierte 
Verfugbarkeit der zu verwendenden Materialien in konstanter Qualitat, geringe 
Kosten bei Herstellung und Durchfuhrung, und einfache Anwendung unabhangig von 
aufwendigen Apparaturen sind die hier zu berucksichtigenden Parameter. 
Aus den oben genannten GrQnden nehmen Verfahren basierend auf der hohen 
Selektivitat und Bindungsaffinitat bestimmter Substanzklassen (z.B. Antikorper, 
Rezeptoren, Lektine, Aptamere) fur molekulare Strukturen, welche so gewahlt 
werden konnen, daS sie fur den jeweils zu bestimmenden Stoff hochspezifisch sind, 
in der medizinischen Diagnostik einen zunehmend breften Raum ein. Insbesondere 
die Moglichkeit der Immobilisierung dieser Substanzen an Festkorperoberflachen 
sowie der Kopplung an radioaktive Nuklide, Enzyme, die mit geeigneten Substraten 
Farbreaktionen auslosen oder an farbige Partikel mit der hochspezifischen 
Bindungsaffinitat (z.B. ELISA = Enzyme linked immunosorbent assay) fuhrte zu der 
Entwicklung kostengQnstiger, einfacher und wenig zeitaufwendiger 
Nachweisverfahren fur korpereigene wie korperfremde Stoffe. 

In den Anfangsphasen der Entwicklung dieser Nachweisverfahren fanden 
ausschlieBlich polyklonale AntikQrper Verwendung. Diese haben jedoch einige, dem 
Fachmann wohlbekannte Nachteile, so vor allem begrenzte Verfugbarkeit und oft 
auch Kreuzreaktivitaten. Die Erarbeitung von Verfahren zur Herstellung 
monoklonaler Antikorper (Kohler & Milstein (1975)), die Fortschritte bei der Isolierung 
von Rezeptoren und deren gerichtete Expression in zellularen Wirtssystemen, die 
Entwicklung von Lektinen mit hoher Affinitat fur bestimmte Kohlenhydrate sowie die 
Entdeckung, daS einzelstrangige Nukleinsaure-Molekule (Aptamere) molekulare 
Strukturen spezifisch binden konnen, konnten diese Nachteile groSenteils 
beseitigen. Heute lassen sich mit vergleichsweise einfachen Methoden die Spezifitat 
und Sensitivitat von Nachweisverfahren optimieren. 
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Aufgrund der hohen Spezifitat eignen sich derartige Verfahren besonders zum 
Nachweis einzelner, definierter Substanzen wie Haptene, Peptide oder Proteine, 
vorausgesetzt, das erkannte Strukturelement ist konstant innerhalb der zu 
untersuchenden Probenpopulation und spezifisch fur die nachzuweisende Substanz. 
Sie sind zudem fur eine Messung in KorperflQssigkeiten gut geeignet, und stellen 
damit eine naheliegende Option fur den direkten Nachweis von Pathogenen in dieser 
Probenmatrix dar. Entsprechend sind im Stand der Technik Verfahren zur Diagnose 
z.B. von Entamoeba histolytica (Haque (1993), J. Infect. Dis. 167: 247-9), 
enterohemorrhagische Escherichia coli (EHEC; Park (1996), J. Clin. Microbiol. 34: 
988-990), Vibrio cholerae (Hasan (1994), FEMS Microbiol. Lett. 120: .143-148), 
Torovirus-ahnliche Partikel (Koopmans (1993), J. Clin. Microbiol. 31; 2738-2744) 
oder Taenia saginata (Machnicka (1996), Appl. Parasitol. 37: 106-110) aus Stuhl 
beschrieben. 

Den oben beschriebenen Pathogenen ist gemeinsam, daS sie im Darm ihres Wirts, 
in alien Fallen dem Menschen, lebens- und vermehrungsfahig sind. Sie besitzen also 
Mechanismen, die Ihnen das Oberleben und die-Vermehrung-in Anwesenheit der im 
Darm aktiven Abbau- und Verdauungssysteme erlauben. Damit ist es 
wahrscheinlich, daS bei der Ausscheidung mit dem Stuhl eine hohe Anzahl intakter 
oder fast intakter Pathogene bzw. Parasiten abgehen. Mit Nachweisreagenzien, 
beispielsweise Antikorperrv, welche die intakten Pathogene bzw. Parasiten erkennen, 
konnen diese im Stuhl oder in aufbereiteten Stuhlproben in der Regel leicht 
nachgewiesen werden. 

Es gibt jedoch eine Anzahl von Pathogenen und Parasiten, die einerseits aufgrund 
der Beziehungen der von ihnen befallenen Gewebe (z.B. Lunge, Magen, Pankreas, 
Duodenum, Leber) zum Magen-Darm-Trakt im Stuhl auftreten konnen, andererseits 
aber im Darm selbst nicht lebens- und/oder vermehrungsfahig sind. Zu diesen 
Pathogenen und Parasiten gehoren beispielsweise Helicobacter pylori (H. pylori) und 
Helicobacter hepatis, Mycobacterium tuberculosis und andere Mycobakterien, 
Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophilae, Pneumocystis carinii, und 
andere. Andere Pathogene wie beispielsweise Legionella pneumophilae lassen sich 
anhand von Antigenen, die uber die Niere in den Urin gelangen spezifisch 
nachweisen. Dies gelingt jedoch nur, wenn die im Urin befindliche Menge fur den 
Nachweis ausreicht. Der Nachweis im Stuhl ware hierzu eine begrufcenswerte 
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Alternative. Die Darmpassage ist bei diesen Organismen jedoch mit einem starken 
Angriff durch die Verdauungs- und Abbaumechanismen der Darmflora verbunden. 
Fur den betrachteten Erreger spezifische molekulare Strukturen konnen dabei 
zerstort oder in ihrer Konzentration stark herabgesetzt werden. 

Die Degradation der Erreger im Darm hat sich auch bei anderen Saure-resistenten 
Bakterien als Problem fur einen sicheren Nachweis in Stuhlproben erwiesen. Die 
Zahl der Keime irn Magen eines Infizierten ist im Vergieich zu anderen, sich im Darm 
ansiedelnden Bakterien, gering. Zudem mussen Keime und Keimbruchstucke nach 
Verlassen des Magens einen langen Weg durch den an Proteasen reichen Darm 
zurucklegen. Diese Umstande haben zur Folge, daS sich nur geringe Mengen 
intakter Proteine im Stuhl wiederfinden lassen, wobei man nicht davon ausgeben . 
kann, daft immer die gleichen Fragmente bestimmter Proteine den Darmtrakt 
unbeschadet durchlaufen. Dies bedingt auch, daS die fur einen ELISA- oder 
immunchromatischen Schnelltest notige Kombination zweier Epitope auf einem 
Antigen nicht mehr notwendigerweise wie im nativen-Protein-gegeben ist, und nah 
nebeneinander liegende Epitope die groftte Wahrscheinlichkeit haben, in einem 
Nachweis, der zwei Epitope auf dem selben Molekul benotigt, ein positives Ergebnis 
zu zeigen. Idealerweise wird zum Nachweis nur ein Epitop auf dem selben Molekul 
benotigt, wobei dieses Epitop im Falle eines Monomers auf diesem zweimal 
vorhanden sein muft. Im Falle beispielsweise eines Dimers ware ein einmaliges 
Vorhandensein auf jeder Untereinheit ausreichend. Die individuell unterschiedliche 
Verteilung von im Stuhl von Infizierten nachgewiesenen Antigenen weist zusatzlich 
auf individuelle Charakteristika in der Prozessierung der Antigene beim 
Darmdurchgang hin. Ein erster Ansatz, dieses Problem zu verringern, wurde durch 
den Offenbarungsgehalt der EP-A 0 806 667 bereitgestellt. In dieser Anmeldung 
wurde gezeigt, daft polyklonale Antikorper mit dem Lysat eines bestimmten H. pylori- 
Stammes induziert werden konnten, die eine breitere Variability von Stammen aus 
verschiedenen geographischen Regionen erkennen. Allerdings geht aus dieser 
Anmeldung nicht hervor, welche Antigene durch das Serum erkannt werden. 
Angesichts der Tatsache, daft Immunseren trotz aller 
Standardisierungsbemuhungen schwanken konnen, muft das in der o.g. Anmeldung 
entwickelte Verfahren fur eine breite Anwendung als suboptimal betrachtet werden. 
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Hinzu kommt, daB fur die Bereitsteilung der polyklonalen Seren immer wieder neue 
Tiere immunisiert werden mussen. Die entsprechenden Verfahren sind sowohl zeit- 
als auch kostenintensiv. 



Idealerweise ware ein sicherer Nachweis der Infektion eines wie oben erwahnten 
Saure-resistenten pathogenen Organismus/Parasiten mit einem einzigen oder einer 
limitierten Anzahl fur diesen pathogenen Organismus/Parasiten spezifischen 
Reagens/Reagentien moglich. 

Die EP 291 194 beschreibt ein analytisches Testgerat, das einen porosen Trager mit 
einem im feuchten Zustand mobilen spezifischen Bindungsreagenz fur einen 
Analyten und ein permanent immobilisiertes, unmarkiertes, spezifisches 
Bindungsreagenz fur den selben Analyten enthalt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist somit, einen entsprechenden einfachen und 
kostengunstigen Test bereitzustellen. ~ 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten 
AusfOhrungsformen gelSst. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Infektion eines SSugers mit 
einem SSure-resistenten Mikroorganismus, wobei man (a) eine Stuhlprobe des 
Saugers unter Verwendung (aa) eines Rezeptors unter Bedingungen inkubiert, die 
eine Komplexbildung eines Antigens aus dem SSure-resistenten Mikroorganismus 
mit dem Rezeptor erlauben; oder (ab) mindestens zweier unterschiedlicher 
Rezeptoren unter Bedingungen inkubiert, die eine Komplexbildung eines Antigens 
aus dem S§ure-resistenten Mikroorganismus mit den mindestens zwei Rezeptoren 
erlauben und wobei der Rezeptor gemaS (aa) oder die Rezeptoren gem§S (ab) ein 
Antigen spezifisch bindet/binden, das zumindest bei einem Teil der Sauger nach der 
Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur oder der Struktur 
entspricht, gegen die ein SSuger nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure- 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid 



Antikorper produziert; und (b) die Bildung mindestens eines Antigen- 
Rezeptorkomplexes gemaS (a) nachweist. 

Der Erfindung liegt auGerdem der Gedanke zugrunde, einen 
immunchromatographischen Schnelltest, wie einen Teststreifen, bereitzustellen, der 
geeignet ist, einen Nachweis einer genannten Infektion zu liefern. 

Der Stuhl-Schnelltest umfafit mehrere Lagen bzw. Bereiche, die bevorzugt aus 
gegebenenfalls unterschiedlichen porosen Materialien bestehen. Der Teststreifen 
weist einen Probenauftrag-Bereich, den eigentlichen Testtrager (Test- o.der 
Analysebereich), und eine Absorberschicht (Absorptionsbereich) auf. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform sind die mehreren Lagen bzw. Bereiche auf einem 
Polyestertrager fest angeordnet. Im Probenauftrag-Bereich befinden sich in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform in getrocknetem Zustand die fur den Nachweis 
erforderlichen spezifischen immunologischen Rezeptoren Oder weiter bevorzugt 
spezifische Antikorper fur das Antigen. Diese sind vorzugsweise mit sichtbar 
farbigen Partikeln, z.B. kolloidalem Gold oder Latex bzw. Polystyrol etc., markiert. 

Der Testtrager besteht weiter bevorzugt aus einer speziellen Testmembran wie z.B. 
Nitrocellulose. Auf dieser Testmembran sind besonders bevorzugt weitere 
spezifische Rezeptoren, die gegen das Antigen gerichtet sind, als Testlinie 
immobilisiert. Als Funktionskontrolle konnen auf der Testmembran eine weitere 
Abfanglinie, beispielsweise gegen den markierten Rezeptor bzw. Antikorper 
gerichtete Rezeptoren bzw. Antikorper, immobilisiert sein. Eine Absorberschicht am 
Ende des Teststreifens sorgt vorteilhafterweise dafur, dass der Probenfluss, der auf 
der Kapillarwirkung der untereinander in Kontakt stehenden porosen Materialien 
beruht, aufrecht erhalten wird. 

In dem erfindungsgema&en Verfahren des Sandwich-lmmunoassays ist in einer 
Ausfuhrungsform im Probenauftrag-Bereich des Teststreifens ein markierter erster 
spezifischer Rezeptor fur den Analyten bzw. das Antigen, beispielsweise ein 
markierter Antikorper (Antikorperkonjugat) deponiert bzw. aufgetrocknet. Als 
Testlinie ist ein zweiter spezifischer Rezeptor fiir den Analyten bzw. das Antigen 
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immobilisiert. Wahrend des Tests wird der erste spezifische Rezeptor wie 
beispielsweise ein Antikorperkonjugat durch die Probenflussigkeit gelost und Ober 
die Testmembran transportiert. 1st der spezifische Analyt bzw. das Antigen in der 
Probe vorhanden, bilden sich wahrend des Testlaufs Komplexe aus markiertem 
ersten Rezeptor bzw. Antikorperkonjugat und Antigen bzw. Analyt aus. An der 
Abfanglinie bindet dieser Komplex an den zweiten spezifischen Rezeptor und bildet 
dort den sogenannten Sandwich-Komplex aus. Durch die damit verbundene 
Akkumulation der markierten Rezeptoren bzw. Antikorperkonjugate an der Testlinie 
entsteht ein sichtbares Testsignal. 1st kein Analyt bzw. Antigen in der Probe 
vorhanden, bildet sich kein Sandwich-Komplex aus, und. es kommt -zu keiner 
Signalbildung. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Sandwich-Verfahrens ist an der Testlinie 
anstatt eines spezifischen Rezeptors Streptavidin immobilisiert. Der im einfachen 
Sandwich-Verfahren als FSnger an der Testlinie eingesetzte spezifische Rezeptor fur 
das Antigen wird an Biotin konjugiert und -zusaromen mit einem markierten 
spezifischen Rezeptor im Probenauftrag-Bereich des Teststreifens deponiert. In 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Markierung kolloidales Gold. 
Wahrend der Testdurchfuhrung bildet sich ein Sandwich-Komplex, bestehend aus 
einem markierten Rezeptor, dem Antigen und dem Biotin-markierten Rezeptor schon 
wahrend der Wanderung durch den Probenauftrag-Bereich und der Testmembran 
aus und wird an der Testlinie uber den Biotin-markierten spezifischen Rezeptor 
durch das dort immobiiisierte Streptavidin gebunden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Gold-markierte spezifische 
Rezeptor in einem ersten Konjugatbereich des Probenauftrag-Bereichs des Test- 
streifens und der Biotin-markierte spezifische Rezeptor in einem zweiten Konjugat- 
Bereich des Probenauftrag-Bereichs deponiert. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann der markierte erste spezifische 
Rezeptor durch einen nicht markierten ersten spezifischen Rezeptor, beispielsweise 
Antikorper, ersetzt werden. Dieser erste spezifische Rezeptor wird dann durch einen 
weiteren markierten Rezeptor, der diesen ersten spezifischen Rezeptor bindet, 
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detektiert, wobei der weitere markierte Rezeptor den zweiten spezifischen Rezeptor, 
der als Testlinie immobilisiert ist, nicht bindet 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann der an der Testlinie 
immobilisierte spezifische zweite Rezeptor durch einen nicht imrnobilisierten zweiten 
spezifischen Rezeptor, beispielsweise Antikorper, ersetzt werden. Der Analyt- 
Rezeptorkomplex wird dann durch einen an der Testlinie imrnobilisierten Rezeptor, 
der diesen nicht imrnobilisierten zweiten spezifischen Rezeptor bindet, gebunden, 
wobei der weitere imrnobilisierten Rezeptor den ersten markierten spezifischen 
Rezeptor nicht bindet. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform liest der nicht immobilisierte 
zweite spezifische Rezeptor gebunden an den an der Testlinie imrnobilisierten 
Rezeptor vor. 

Bei Verwendung von Antikorpern kann dies beispielsweise dadurch bewerkstelligt 
werden, dafc der erste und zweite spezifische Antikorper aus unterschiedlichen 
Spezies stammen. 

Beispielsweise ist der erste spezifische nicht markierte Rezeptor ein Maus- 
Antikorper, der zweite spezifische Rezeptor ein Kaninchen-Antikorper und der 
weitere markierte Rezeptor ein anti-Maus-Antikorper. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der spezifische nicht markierte 
Rezeptor in einem ersten Konjugatbereich des Probenauftrag-Bereichs des 
Teststreifens und der markierte Rezeptor, der den spezifischen nicht markierten 
Rezeptor bindet, in einem zweiten Konjungatbereich des Probenauftrag-Bereichs 
des Teststreifens deponiert. 



In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist im Probenauftrag- 
Bereich der erste Konjugat-Bereich in FlieSrichtung vor oder uber dem zweiten 
Konjugat-Bereich angeordnet 
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Besonders geeignet fur die Realisierung der vorliegenden Erfindung ist ein Immun- 
chromatographischer Schnelltest. Dieser Test ist ein Trockenreagenztest, wobei alle 
zur Analyse notwendigen spezifischen Reagenzien in einem aus mehreren porosen 
Materialien zusammengesetzten Teststreifen vorzugsweise in getrocknetem Zustand 
enthalten sind. Einem derartigen Test liegt das Prinzip zugrunde, daft die Analyse 
durch Zugabe einer flussigen Probe gestartet wird und die Probenflussigkeit 
aufgrund von Kapillarkraften durch einen aus mehreren porosen Materialien zu- 
samengesetzten Teststreifen wandert. Wahrend der Wanderung der Probenflussig- 
keit werden spezifische Bindungsreagenzien gelost und es findet eine Komplexbil- 
dung zwischen in der Probe enthaltenem Analyt und spezifischen Bindungsreagen- 
zien statt. Die Komplexe aus Analyt und spezifischen Bindungsreagenzien werden 
an einer definierten Zone, die bevorzugt als Testlinie ausgebildet ist, durch spezifi- 
sches, an dieser Teststelle immobilisiertes Bindungsreagenz abgefangen. Diese 
abgefangenen Komplexe werden durch die Ansammlung der an die Bindungsrea- 
genzien gekoppelten sichtbaren Partikel, z. B. gefarbtes Polystyrol, kolloidales Gold 
usw., sichtbar gemacht. Damit wird der erfindungsgefnaSe Test auch durchfuhrbar 
fur Nichtfachleute. AuBerdem ermbglicht er eine einfache und hygienische Handha- 
bung. Bei der Durchfuhrung ist bei den besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen 
nur ein Schritt erforderlich, namlich das Auftragen einer Probe. Das visuell 
auswertbare Ergebnis ist dann sehr schnell innerhalb weniger Minuten (2-30 Minu- 
ten) vorhanden. 

In einer anderen Ausfuhrungsform wird der erfindungsgemaSe 
immunchromatographische Schnelltest in der in der W098/58587 beschriebenen 
Test-Vorrichtung verwendet. Diese Kombination errnogiicht eine schnelle und 
einfache Proben-Aufnahme, -Aufbereitung und -Analyse. 

AuBerdem vermeidet der erfindungsgemaRe Schnelltest bei der Analyse von 
Stuhlproben den bisher vorhandenen Nachteil, daB die im Puffer geioste Probe 
einen hohen Gehalt an Feststoffen aufweist, die den Probenfluss durch die feinen 
porosen Materialien des Teststreifens unterbinden bzw. erschweren. 
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Daruber hinaus konnen die Nachteile im Stand der Techrtik vermieden werden, daB 
Stuhlproben stark verdunnt werden mussen. Auch mussen bei Durchfuhrung des 
erfindungsgemaden Verfahrens die im Bereich von 1:5 bis 1:20 verdunnten 
Stuhlproben vor dem Test nicht zentrifugiert und von groSeren festen Bestandteilen 
befreit werden. Zusatzlich ermoglicht die vorliegende Erfindung, einen 
hochsensitiven Testzum laborunabhangigen Gebrauch bereitzustellen. 

Insbesondere durch die Verlagerung des bevorzugten biotinylierten Rezeptors von 
der Testlinie in den Auftragbereich wird eine stark verlangerte Inkubationszeit fur die 
Bindung des Fanger-Antikorpers (zweiter Rezeptor) an das Antigen {Analyt) durch 
die hohere Affinitat der Bindung Streptavidin/Biotin im Verhaltnis zur Bindung 
Antikorper/Antigen und damit eine bessere Bindungskinetik an der Testlinie erreicht, 
obgleich der Teststreifen in seinen Dimensionen nahezu unverandert bleiben kann. 

Der Begriff "Saure-resistenter Mikroorganismus" im Sinne dieser Erfindung umfaBt 
jeden Mikroorganismus, der aufgrund seiner— Eigenschaften/Anpassungs- 
mechanismen an den Wirt den physikalischen und chemischen Einflussen des 
Verdauungstrakts widersteht, so daB er durch einen vorzugsweise immunologischen 
Nachweis oder unter Verwendung von Aptameren detektierbar ist. Beispiele fur 
derartige Saure-resistente- Mikroorganismen sind Helicobacter pylori, Helicobacter 
hepaticum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium pseudotuberculosis und 
Mycobacterium cansassii. 

Der Begriff "Stuhlprobe des Saugers" bedeutet im Sinne dieser Erfindung jede 
Stuhlprobe, die fur das erfindungsgemaSe Nachweisverfahren eingesetzt werden 
kann. Insbesondere fallen darunter Stuhlproben, die nach an sich bekannten 
Verfahren fur diagnostische Tests aufbereitet worden sind. Die Aufbereitung erfolgt 
beispielsweise gemaS RIDASCREEN® Entamoeba Enzymimmunoassay (R- 
Biopharm GmbH, Darmstadt). 

"Bedingungen, die eine Komplexbildung erlauben" sind vom Fachmann ohne 
weiteres einstellbar; s. auch Harlow und Lane, a.a.O., und sind beispielsweise 
physiologische Bedingungen. 
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Der Begriff "nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur 
entspricht" bedeutet im Sinne dieser Erfindung, daR das Epitop eines Antigens nach 
der Darmpassage von einem Rezeptor, beispielsweise einem monoklonalen 
Antikorper, Derivat oder Fragment davon Oder dem Aptamer erkannt wird, der/das 
gegen dasselbe Antigen/Epitop gewonnen wurde oder an dieses bindet, welches die 
Darmpassage nicht passiert hat. Mit anderen Worten, das Epitop/Antigen, das vom 
o.g. spezifisch gebunden wird, hat die Darmpassage hinsichtlich seiner Struktur 
unbeschadet oder im wesentlichen unbeschadet Gberstanden und ist nicht 
degradiert worden. Als Quelle fur die native Struktur des Epitops/Antigens kann z.B. 
ein mit einer French-Press aufgeschlossener Bakterienextrakt, der mit ublichen 
Verfahren (vgl. z.B. Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", 2. 
Auflage 1989, CSH Press, Cold Spring Harbor, USA) weiter aufgereinigt wurde, oder 
ein Bakterienlysat, das nach Standardverfahren weiter aufgereinigt wurde (z.B. 
Sambrook et al., a.a.O.), dienen. 

Der Begriff "nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der Struktur 
entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem SSure- 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt Oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid 
Antikorper produziert" bedeutet erfindungsgemaB, daS das vom Rezeptor erkannte 
Epitop einem Epitop entspricht, das vom Immunsystem eines Saugers, 
vorzugsweise eines Menschen, prasentiert wird. Die Mechanismen der Antigen- 
PrSsentation sowie Mechanismen, die zur Prozessierung von Antigenen fuhren und 
die daraus resultierende Antikorpervielfalt sind im Stand der Technik bekannt und 
beispielsweise in Janeway und Travers, Immunologie, 2. Auflage 1997, Spektrum 
Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg beschrieben. Diese Epitope konnen sich 
von den nativen Epitopen unterscheiden. Der Kontakt des Saugers mit den 
Mikroorganismen oder den Proteinen oder Fragmenten oder den synthetischen 
Peptiden kann durch naturliche Infektion (auSer bei den synthetischen Peptiden) 
oder durch Immunisierung erfolgen. Fur die Immunisierung konnen auch Extrakte, 
Lysate, synthetische Peptide etc. des Mikroorganismus/Proteins herangezogen 
werden. Geeignete Immunisierungsschemata sind im Stand der Technik bekannt 
und beispielsweise beschrieben in Harlow und Lane, a.a.O. Geeignete Antikorper 
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konnen beispielsweise auch durch Immunisierung und/oder Screening auf Surrogate 
wie synthetische Peptide, rekombinant hergestellte Proteine, Extrakte, Lysate oder 
partiell verdaute Proteine gewonnen werden. 

"Synthetische Peptide" umfassen solche Peptide, die mindestens ein Epitop des 
nativen oder durch den Darm passagierten Antigens aufweisen. Die Peptide konnen 
dabei dieselbe Primarstruktur wie das Antigen oder Fragmente davon aufweisen. Sie 
konnen jedoch auch eine andere Primarstruktur (primare Aminosauresequenz, z.B. 
konservative Austausche ) aufweisen. 

Der Begriff "spezifisch binder bedeutet erfindungsgemaB, daB der Rezeptor. .keine 
oder im vyesenf lichen keine Reaktivitat rnit anderen Epitopen in Proben nicht 
infizierter Sauger aufweist. 

Der Begriff "Immunkomplex" umfaBt im Sinne der Erfindung Komplexe, umfassend 
monoklonale und/oder polyklonale Antikorper. 

So kann in dieser Ausfuhrungsform der Erfindung eine aufbereitete Stuhlprobe 
beispielsweise uber einen Fanger-Rezeptor an eine Festphase gebunden werden 
und das infizierende Agens mit dem in markierter Form vorliegenden Rezeptor 
nachgewiesen werden. Sofern das nach der Darmpassage vorliegende Antigen 
(noch) in (homo) di- oder multimerer Form vorliegt, kann der gleiche Rezeptor 
sowohl als Fanger wie auch als Detektor eingesetzt werden. 

Von Bedeutung ist fur das erfindungsgemaBe Verfahren ferner, daB fur einen 
erfolgreichen Nachweis nur ein Epitop eines antigenen Proteins im wesentlichen 
konsistent nach der Darmpassage nachweisbar sein muB. Dieses Epitop kann auch 
mehrmals auf einem Homo-Dimer oder -multimer vorkommen. Die 
Wahrscheinlichkeit, daB dieses Epitop in nachweisbarer Form vorzufinden ist, ist 
aber wesentlich hoher, als wenn ein Nachweistest auf mehr als einem 
nachzuweisenden Epitop aufbauen muB. 

SchlieBlich bringt das erfindungsgemaBe Verfahren, das nur einen Rezeptor 
benotigt, Kosten- und Standardisierungsvorteile mit sich. 
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Basierend auf dem erfindungsgem§£en Qberraschenden Befund, daS bestimmte 
Antigene aus den genannten Mikroorganismen nach der Darmpassage eine im 
wesentlichen konsistent nachweisbare Epitopstruktur aufweisen, mufc auch eine 
zweite Ausfuhrungsform ais essentiell fur die Erfindung gelten. Diese 
Ausfuhrungsform beruht darauf, daB verschiedene Rezeptoren an verschiedene 
Epitope desselben Antigens binden. Der Begriff "im wesentlichen" bedeutet dabei, 
daS die Epitope und damit eine entsprechende Infektion mit dem Mikroorganismus 
bei mehr ais 60 bis 70%, vorzugsweise mindestens 75%, starker bevorzugt mehr als 
85%, besonders bevorzugt mehr als 90%, noch starker bevorzugt mehr als 95% und 
am meisten bevorzugt mehr als 98% der Betroffenen erfaGt werden kann. 
Idealerweise werden Infektionen bei 100% der Betroffenen nachgewiesen. 

Oberraschenderweise wurde erfindungsgemaB gefunden, daS mit einem einzigen 
Rezeptor, der ein Epitop eines Antigens eines Saure-resistenten Mikroorganismus 
spezifisch bindet, oder zwei Rezeptoren, die zwei Epitope desselben Antigens 
spezifisch binden, eine relativ sichere Diagnose- der -Infektion mit diesen 
Bakterien/Pathogenen durchgefuhrt werden kann. Die Erfindung schlieGt 
Ausfuhrungsformen mit ein, in denen weitere Epitope, die die vorgenannten 
Eigenschaften aufweisen, von weiteren Rezeptoren, z.B. von monoklonalen 
AntikOrpern oder Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren erkannt 
werden. Letztere Ausfuhrungsformen sind dazu geeignet, die Sicherheit bei der 
Stellung der Diagnose noch weiter zu erhohen. Diese weiteren Rezeptoren konnen 
vorteilhafterweise Antikdrper, Fragmente oder Derivate sein, die Urease, 
vorzugsweise B-Urease, das 26 kDa Protein oder Hsp 60, alle vorzugsweise aus H. 
pylori, spezifisch erkennen. Der Nachweis eines oder mehrerer dieser 
Proteine/Proteinfragmente kann im selben Test und in einem unabhSngigen Test mit 
einem anderen Teil derselben Probe durchgefuhrt werden. 

Die erfindungsgemaGen Ergebnisse sind vor allem deshalb uberraschend, da der 
Stand der Technik hiervon weggelehrt hatte. So wurde beispielsweise bei H. pylori 
gefunden, daB Hauptantigene in ELISA-Tests nicht die gewunschte Spezifitat und 
Sensitivitat aufweisen; vgl. Newell et al., Serodiag. Immunother. Infect. Dis. 3 (1989), 
1-6. Daruber hinaus lehrt die EP-A 0 806 667, daB ein sicherer Nachweis von H. 
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pylori- 1 nfektionen mit Rezeptoren wie monoklonalen Antikorpern aufgrund der 
genetischen Variabilitat der H, py/orA-Stamme nicht moglich sei. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren ist gegenuber dem erwahnten Stand der Technik 
insbesondere deshalb von Vorteil, da mit lediglich einem Rezeptor eine relativ 
sichere Diagnose erm6glicht wird. Vorzugsweise werden fur den Nachweis, 
beispielsweise im ELISA Oder Schnelltest Paare von Rezeptoren, wie Antikorpern, 
Fragmenten, Derivaten davon Oder Aptameren eingesetzt, wobei die beiden 
Rezeptoren des Paares dasselbe Oder unterschiedliche Epitope auf demselben 
Antigen binden. Beispielsweise bildet H. py/ori-Katalase multirnere Strukturen aus 
mehreren gleichen Untereinheiten aus. Im ELISA, Schnelltest oder anderen Assays 
konnen somit die gleichen Rezeptoren als Fangerrezeptoren wie auch als 
Detektionsrezeptoren eingesetzt werden. _ 
Vorzugsweise kann durch eine Kombination von verschiedenen mAks, die gegen 
unterschiedliche Epitope der Katalase gerichtet sind oder durch eine Kombination 
zweier Nachweis-Systeme fur verschiedene Antigens- (z.B. Katalase/Urease) eine 
Steigerung von Sensitivitat und Spezifitat erzielt werden. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist seine Ausgestaltung als 
direktes und nicht-invasives Verfahren, was die einleitend genannten 
Annehmlichkeiten fur den Patienten sowie die Zuverlassigkeit bei der Bestimmung 
des Krankheitsstadiums erhoht 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung werden nachstehend beispielhaft 
anhand der Figuren dargestellt Es zeigen: 

Fig. 1 Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der schweren Kette eines fur 

Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers (HP25.2m/2H10) kodiert. 

Fig. 2 Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der leichten Kette eines fur 

Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers (HP25.2m/2H10) kodiert. 

Fig. 3 Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der leichten Kette eines fur 

Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers (HP25.2m/2H10) kodiert. 

Fig. 4 Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der leichten Kette eines fur 

Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers (HP25.6m/1 B5) kodiert. 
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Fig. 5 einen Aufbau eines bevorzugten Teststreifens gemafc der Erfindung. 

Fig. 6 einen Aufbau eines bevorzugten Teststreifens gemaS der Erfindung mit 

Kontrollinie. 



DESC 



Der erfindungsgemaGe Stuhl-Schnelltest gemSS Fig. 6 besteht aus einem 
Probenauftrag-Bereich (1, 2), einem Test-Bereich (Testmembran) (3) und einem 
Absorptionsbereich (4). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht der Probenauftrag-Bereich (1) aus 
zwei ubereinanderliegenden Konjugat-Bereichen. Bevorzugt enthalt der obere 
Konjugat-Bereich bzw. das Konjugat-Vlies den beispielsweise mit Gold markierten 
spezifischen Rezeptor. Der darunterliegende Konjugatbereich bzw. das Konjugat - 
Vlies (nicht dargestellt) enthalt beispielsweise den Biotin-markierten spezifischen 
Rezeptor. 

Ein guter Probenfluss und eine gleichmSBige Verteilung der Immunreagenzien in der 
Probensuspension wahrend des Testablaufs sind fur die Sensitivitat eines 
immunchromatographischen Schnelltests von groSer Bedeutung. Beide Parameter 
werden vor allem durch die Eigenschaften der verwendeten porOsen Materialien, 
sowie deren Abmessungen und gegenseitigen Anordnung beeinflu&t. 

Bei Schnelltests zur Untersuchung von Stuhlproben stellt sich zusatzlich die 
Anforderung, die in der ProbenlSsung enthaltenen Feststoffe vor dem Obertritt auf 
die Testmembran effizient abzufiltern. 

Der Probenauftrag-Bereich des Tests ist aus einem Konjugatvlies (1) und einem sich 
anschlieBenden Filter (2) zusammengesetzt. Durch den Filter werden die 
Feststoffanteile der Stuhlsuspension, die einen Probenfluss uber die Testmembran 
verhindern • wurden, abgetrennt. Die Testmembranen, mit denen eine hohe 
Sensitivitat zu ereichen ist, weisen eine Verteilung der Porengrolien im Bereich 
zwischen 2 und 20 urn, bevorzugt 5 urn auf. Der Filter weist eine AusschlussgroBe 
von 1-2 urn auf. Hierzu sind Materialien aus Glasfaser oder Polyester-Glasfaser- 



17 

Gemischen besonders geeignet Geeignet sind ebenfalls Gernische aus naturlichen 
und synthetischen Fasern, die zur Blutseparation entwickelt wurden. 

Folgende Filter sind beispielsweise geeignet: Whatman GF/A, GF/B, GF/C, GF/D, 
F145, F147, F487, GF/DVA; Ahlstrom 111, 141, 142, 151, 164; Pall A/B, A/C, A/D, 
A/E, A/F. Fur das Konjugatvlies eignet sich offenporiges Material aus Glasfaser, 
Polyester Oder Polypropylen wie beispielsweise Whatman F 075-14; Schleicher und 
Schuell GF 10, GF33; Ahlstrom 8980, 2033, 2040, 8975; Millipore QR 01, QR 35, 
QR51, QR61. 

Das Konjugatvlies dient in diesem Aufbau neben seiner Funktion als Konjugat- 
Tragerschicht als Vorfilter, der grobe Feststoffanteile der suspendierten Stuhlprobe 
zuruckhalt, bevor sie auf den Filter treffen. Vorteilhaft ist bei diesem Aufbau 
weiterhin, dass Probenflussigkeit und gelostes Konjugat gemeinsam ..du-Fph den 
nachgeschalteten Filter flieBen und damit die Inkubationszeit von Analyt bzw. 
Antigen und Konjugat verlangert ist. - — 

Die Abmessungen von Konjugatvlies, Filter und Testmembran und sowie die 
Obergange zwischen den Materialien des Probenauftrag-Bereichs sind so gestaltet, 
daS eine ausreichende Filterung der Stuhlsuspension erzielt wird. 
Wahrend des Probenauftrags darf die Probenflussigkeit nur in Kontakt mit dem 
Konjugatvlies, nicht aber mit dem Filter gelangen. 

Der erfindungsgema&e Aufbau gewahrleistet, dafc eine ausreichende Filterflache in 
Kontakt zu der durch das Konjugatvlies flieSenden Probenflussigkeit kommen kann. 
Weiterhin ermoglicht der erfmdungsgemaSe Aufbau einen Mindestabstand zwischen 
Konjugatvlies und Testmembran, um ein Ubertreten von nicht ausreichend gefilterter 
Probenflussigkeit auf die Testmembran auszuschlielien. 

Die Abmessungen der einzelnen Bereiche bzw. Materialien entsprechen folgenden 
Angaben: 

Die bevorzugte Breite des Teststreifens betragt zwischen 3 mm und 10 mm, 
besonders bevorzugt 5 mm. Die bevorzugte Lange des Teststreifens betragt 50-100 
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mm , besonders bevorzugt 75 mm . Die bevorzugte Lange des Konjugatvlieses liegt 
im Bereich von 5-30 mm, besonders bevorzugt bei 25 mm. Die Oberlappung von 
Konjugatvlies und Filter betragt hierbei bevorzugt zwischen 5 und 15 mm, besonders 
bevorzugt 10 mm. Bevorzugt sind Filter der Lange zwischen 10 und 20 mm, 
besonders bevorzugt 15 mm. Die Oberlappung zwischen Filter und Testmembran 
betragt bevorzugt zwischen 1 und 3 mm, besonders bevorzugt 1 mm. 

Die Absorberschicht am Ende des Teststreifens (4) besitzt erfindungsgemaS sowohl 
eine ausreichende KapazitSt zur Aufnahme der durch den Teststreifen gewanderten 
Probenflussigkeit, als auch eine relativ feinporige Struktur zur Aufrechterhaltung der 
Kapillarwirkung. Besonders geeignet dafur erwiesen sich Zellulose-Glasfaser-. 
Materialien wie beispielsweise Whatman 17 CHR, 3 MM, 31 ET, WF1.5, D28, CD 
427-05, CD 427-07, CD 427-08; Schleicher & Schuell 2992, GB 003, GB 004; Pall 
111, 113, 133, 165, 197; Ahlstrom 320, 222, 238, 237. Besonders bevorzugt ist bei 
Teststreifen mit einer Breite von 5 mm eine Abmessung von 10-30 mm Lange fur 
den Analysebereich. Die Oberlappung von Testmembran auf die Absorberschicht 
betragt bevorzugt mindestens 1 mm. 

Besonders bevorzugt findet der Schnelltest der Erfindung Verwendung in einer 
Vorrichtung zur Aufnahme und Untersuchung von Proben, wie sie in der WO 
98/58587 (PCT/EP98/03764) beschrieben ist. Der Gegenstand dieser Druckschrift 
ist durch Bezugnahme in die Beschreibung inkorporiert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der SSure-resistente Mikroorganismus ein 
SSure-resistentes Bakterium. 

Im Stand der Technik ist eine Reihe von Saure-resistenten Bakterien bekannt. In 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das SSure-resistente Bakterium 
ein Bakterium der Gattung Helicobacter, Campylobacter • oder der Gattung 
Mycobacterium. 
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In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Bakterium ein 
Bakterium der Spezies Helicobacter pylori, Helicobacter hepaticum, Campylobacter 
jejuni oder ein Bakterium der Spezies Mycobacterium tuberculosis. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Rezeptor/sind die Rezeptoren 
(ein) Antikorper, (ein) Fragment(e) oder (ein) Derivat(e) davon oder (ein) Aptamer(e). 

Der Begriff "Rezeptor" umfa&t im Sinne der vorliegenden Erfindung jedoch auch 
weitere Bindepartner wie beispielsweise Avidin, Streptavidin oder Polystreptavidin 
und Biotin. 

"Fragmente" oder "Derivate" von monoklonalen Antikorpern weisen im Sinne dieser 
Erfindung dieselbe Bindungsspezifitat wie die monoklonalen Antikorper auf. 
Derartige Fragmente oder Derivate konnen nach ublichen Verfahren hergestellt 
werden; vgl. z.B. Harlow und Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, 
Cold Spring Harbor, USA, 1988. Beispiele fur Fragmeate sind-Fab-, F(ab')2 oder Fv- 
Fragmente. Beispiele fur Derivate sind scFv-Fragmente. Derivate konnen auch 
chemisch hergestellte Substanzen sein, die dieselben oder verbesserte 
Bindungseigenschaften wie die Antikorper aufweisen. Solche Substanzen konnen 
beispielsweise durch Peptidomimetics oder durch verschiedene Runden von Phage 
Display und nachfolgende Selektion auf verbesserte Bindungseigenschaften 
hergestellt werden. Unter Aptameren werden erfindungsgemaS Nukieinsauren wie 
RNA, ssDNA (ss = Einzelstrang), modifizierte RNA oder modifizierte ssDNA 
verstanden, die eine groBe Vielzahl von Zielsequenzen mit hoher Spezifitat und 
Affinitat binden. Der Begriff "Aptamer" ist im Stand derTechnik bekannt und definiert 
beispielsweise in Osborne et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 1 (1997), 5-9, oder in Stull 
und Szoka, Pharm. Res. 12 (1995), 465-483. 

Der Begriff "Antigen-Antikorperkomplex" im Sinne dieser Erfindung umfaBt nicht nur 
Komplexe, die das Antigen mit dem nativen Antikorper eingeht, sondern auch 
solche, die es mit dessen Fragmenten oder Derivaten eingeht. 
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UmfaGt von der Erfindung sind Ausfuhrungsformen, bei denen nur monoklonale 
Antikorper oder Fragmente oder Derivate davon oder nur Aptamere eingesetzt 
werden, wie auch AusfQhrungsformen, bei denen in einem Test unterschiedliche 
Arten von Nachweisreagenzien eingesetzt werden. So ist es moglich, daG ein erster 
monoklonaler AntikSrper mit einem zweiten Antikorperderivat oder ein erstes 
Aptamer mit einem zweiten Antikorperfragment eingesetzt wird, urn nur zwei 
Beispiele zu nennen. Insofern bezeichnen die Begriffe "erste" und "zweite" das erste 
und zweite Nachweisreagens. Gemeint ist dabei nicht, daG immer zwei Antikorper, 
Derivate oder Fragmente davon oder immer zwei Aptamere eingesetzt werden. 

Die Verwendung von monoklonalen Antikorpern, Fragmenten oder Derivaten davon 
oder von Aptameren gewahrt einen ieicht zu haltenden Standard bei der 
ZuverlSssigkeit des Diagnoseverfahrens, was ein groGer Vorteil im Vergleich zu 
bisher bekannten und fur diesen Zweck eingefOhrten Diagnoseverfahren ist. 
Weiterhin entfailt das beispielsweise im Verfahren der EP-A 0 806 667 rtotwendige 
immer neue Immunisieren und nachfolgende.Testen von Versuchstieren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Antigen das Antigen einer 
Katalase. Die Katalase hat den besonderen Vorteil, daG sie in alien bisher 
bekannten SMure-resistenten Bakterien nachgewiesen werden konnte. 
ErfindungsgemaG konnte als weiterer Vorteil ermittelt werden, daG die Katalase sehr 
resistent gegen die Verdauung im Darmtrakt ist, was den Nachweis signifikanter 
Mengen vereinfacht. SchlieGlich liegt die Katalase oder Fragmente davon auch nach 
der Darmpassage oft noch hohergeordneter Struktur, z.B. in tetramerer Form vor, 
was den Nachweis mit nur einem Rezeptortyp erleichtert. 

Oberraschenderweise wurde erfindungsgemaG gefunden, daG in einer Population 
von Saugern, insbesondere von menschlichen Patienten, deren Stuhl auf Infektionen 
mit Saure-resistenten Bakterien getestet wurde, im wesentlichen alle Mitglieder 
dieser Population konsistent wiederkehrende Katalase-Epitope im Stuhl aufwiesen, 
so daG mit hoher Wahrscheinlichkeit mit nur einem entsprechenden Rezeptor, 
vorzugsweise monoklonalen Antikorpern, Fragmenten oder Derivaten davon oder 
Aptameren eine relativ sichere Diagnose gestellt werden kann. Insbesondere, da die 
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Katalase eine tetramere antigene Struktur aufweist, kann diese Diagnose 
vorteilhafterweise beispielsweise im ELISA, immunchromatographischen Schnelitest 
Oder in ahnlich angeordneten Festsystem gestellt werden. 

Besonders bevorzugt ist, daB die Katalase die Katalase von H. pylori ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird fur den Nachweis zusatzlich ein 
Gemisch von Rezeptoren eingesetzt, wobei das Gernisch von Rezeptoren als 
Fanger des Antigens fungiert, wenn der Rezeptor als Detektor des Antigens 
eingesetzt wird und das Gemisch als Detektor des Antigens fungiert r -.wenn der 
Rezeptor als Fanger des Antigens eingesetzt wird. Fur den Nachweis kdnnen sowohl 
unterschiedliche Gemische von Rezeptoren als Fanger und Detektor des Antigens 
als auch das gleiche Gemisch als Fanger und Detektor des Antigens eingesetzt 
werden. Beim Einsatz des gleichen Gemischs als Fanger und Detektor des Antigens 
liegt der Fanger bevorzugt in markierter Form und der Detektor immobilisiert auf der 
Testlinie vor. — 

Diese Ausfuhrungsform der Erfindung erlaubt eine besonders sichere Diagnose, 
insbesondere wenn das Antigen nicht in dimerer oder multimerer Konformation nach 
der Darmpassage vorliegt.. Diese Ausfuhrungsform erlaubt, daB nur einer der beiden 
in den meisten standardisierten immunologischen Nachweisverfahren eingesetzten 
Rezeptortypen ein monoklonaler Antikorper ist, wahrend beispielsweise der zweite 
Rezeptortyp ein polyklonales Serum sein kann. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Gemisch von Rezeptoren 
ein polyklonales Antiserum. 



In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden fur den 
Nachweise - Gemische von Rezeptoren eingesetzt, wobei ein Gemisch von 
Rezeptoren als Fanger des Antigens fungiert und ein Gemisch von Rezeptoren als 
Detektor des Antigens fungiert und vorzugsweise mindestens ein Gemisch ein 
polyklonales Serum ist. 



Printed:24-01-200i 



1 6-03-2000 EP001 05592.0 bESC 



22 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform fungiert ein Gemisch von 
Rezeptoren sowohl ais Fanger als auch als Detektor des Antigens, wobei 
vorzugsweise dieses Gemisch ein polyklonaies Antiserum ist. 



In einer zusatzlich besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wurde das polyklonale 
Antiserum gegen ein Lysat des Mikroorganismus, vorzugsweise H. pylori, gewonnen. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Lysat ein Lysat 
mit angereichertem Antigen. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Lysat ein Lysat mit 
abgereichertem immundominantem Antigen. 

Die vorgenannten beiden Ausfuhrungsformen schlieSen auch ein, daB das Lysat ein 
Lysat mit angereichertem Antigen, vorzugsweise mit angereicherter Katalase wie 
auch mit abgereichertem immundominantem Antigen, vorzugsweise hauptantigener 
Urease ist. Insbesondere die genannte Kombinatioa laBt eine gute und fur das 
erfindungsgemaBe Verfahren besonders geeignete Immunisierungsausbeute zu. 
Eine Art der Durchfuhrung entsprechender Anreicherungs- bzw. 
Abreicherungsverfahren ist in den Beispielen naher beschrieben. 

GemaS einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wurde das 
polyklonale Antiserum gegen ein aufgereinigtes oder ein (semi)synthetisch 
hergestelltes Antigen gewonnen. 



Die Rezeptoren, vorzugsweise die monoklonalen Antikorper, Fragmente oder 
Derivate davon oder die Aptamere konnen erfindungsgemaS lineare oder 
Konformationsepitope erkennen und spezifisch binden. In einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsform bindet mindestens einer der Rezeptoren ein 
Konformationsepitop. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform binden samtliche Rezeptoren 
Konformationsepitope. 
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In' einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die schwere Kette des ein 
Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.2m/2H10j mindestens eine der 
folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden 
CDRs auf: 



CDR1 
CDR2 
CDR3 



NYWIH 

YINPATGSTSYNQDFQD 
EGYDGFDS 



• 



In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die die schwere 
Kette des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.2m/2H10] kodierende 
DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CBR3.und 
weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 
CDR1 : AACTACTGGATTCAC 

CDR2: TACATTAATC CTGCCACTGG TTCCACTTCT TACAATCAGG 

ACTTTCAGGA C 
CDR3: GAGGGGTACG ACGGGTTTGA CTCC ~ 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die leichte Kette 
des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.2m/2H10] mindestens eine 
der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei 
folgenden CDRs auf: 
CDR1: SASSSVNYMY 
CDR2: ^ DTSKLAS 
CDR3 . QQWSSNPYT 

Weiterhin weist in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform die die leichte 

Kette des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.2m/2H10] kodierende 

DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und 

weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 

CDR1 : AGTGCCAGCT CAAGTGTAAA TTACATGTAC 

CDR2: GACACATCCA AATTGGCTTC T 

CDR3: CAGCAGTGGA GTAGTAATCC GTACACG 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die schwere Kette des ein 
Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.6m/1B5] mindestens eine der 
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folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden 
CDRs auf: 

CDR1 : DTYVH 

CDR2: KiDPANGKTKYDPIFQA 

CDR3: PIYYASSWFAY 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsformweist die die schwere 
Kette des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.6m/1 B5] kodierende 
DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und 
weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 
CDR1 : GACACCTATGTGCAC 

CDR2: AAGATTGATCCTGCGAATGGTAAAACTAAATATGACCCGATATTC 
CAGGCC -.. 

CDR3: CCCATTTATTACGCTAGTTCCTGGTTTGCTTAC 
In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die leichte Kette 
des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.6m/1 B5] mindestens eine der 
folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter-4>evorzugt alle drei folgenden 
CDRs auf: 

CDR1 : KASQDVGTSVA 
CDR2: WTSTRHT 
CDR3 . QQYSSSPT . 

Weiterhin weist in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform die die leichte 

Kette des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers [HP25.6m/1 B5] kodierende 

DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und 

weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 

CDR1 : AAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTTCTGTTGCC 

CDR2: TGGACATCCACCCGGCACACT 

CDR3: C AG CAATATAG CAG CTCTCCCACG 

Besonders bevorzugt ist ferner, daB die schweren und leichten Ketten, die die 
vorstehend angegebenen CDRs aufweisen, gemeinsam in einem Antikorper, 
Fragment oder Derivat davon auftreten, der/das Katalase Oder ein Fragment davon, 
vorzugsweise aus H. pylori spezifisch bindet. Die Erfindung umfaSt jedoch auch 
Ausfuhrungsformen, in denen diese schweren oder leichten Ketten mit anderen 
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leichten bzw. schweren Ketten kombiniert werden, wobei die Bindungseigenschaften 
im wesentlichen beibehalten oder verbessert werden konnen. Entsprechende 
Verfahren sind im Stand der Technik bekannt. Besonders bevorzugte Antikorper 
weisen in den variablen Regionen der leichten und schweren Ketten die in den 
Figuren 1 und 2 bzw. 3 und 4 dargestellten auf bzw. werden die Regionen von den 
dort dargestellten DNA-Sequenzen kodiert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden mit der Stuhlprobe vor der Inkubation 
mit den Antikorpern folgende Schritte durchgefuhrt: Die Stuhlprobe wird 1:3 bis 1:25, 
vorzugsweise etwa 1:15 in einem Probenpuffer suspendiert. Ein Beispiel fur einen 
Probenpuffer ist, 150 mM PBS, 0,1% SDS. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Nachweis der Bildung 
des mindestens einen Antigen-Rezeptorkomplexes/Antigen-Rezeptor- 
/Rezeptorgemischkomplexes in Schritt (b) mittels eines immunchromatographischen 
Verfahrens. - 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen 
Verfahrens wird im immunologischen Verfahren derselbe Rezeptor zur Bindung an 
die Festphase wie auch-zum Nachweis des Epitops eingesetzt. Wahrend der 
Fangerrezeptor in unmodifizierter Form an eine Festphase, beispielsweise 
Nitrocellulose, gebunden werden kann, ist der zur Detektion eingesetzte Rezeptor 
gegebenenfalls mit einer Markierung versehen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der Fangerrezeptor in biotinylierter Form 
vorliegen und uber auf der Festphase immobilisiertes Streptavidin an diese 
gebunden werden. 



Andererseits kann der Fangerrezeptor nicht Biotin-markiert sein und das Epitop des 
Mikroorganismus, vorzugsweise das bakterielle Epitop, uber einen dritten Biotin- 
markierten Rezeptor nachgewiesen werden, wobei dieser Rezeptor vorzugsweise ein 
Antikorper, Fragment oder Derivat davon oder ein Aptamer ist, oder ein 
speziesspezifischer oder Ig-klassenspezifischer Antikorper oder ein entsprechendes 
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Aptamer sein kann. Dieser dritte Biotin-markierte Rezeptor bindet spezifisch den 
FSngerrezeptor, und der Analyten-Rezeptorkomplex wird an der Testlinie, die in 
dieser Ausfuhrungsform aus immobilisiertem Streptavidin besteht, uber den dritten 
Biotin-markierten Rezeptor gebunden. 

Als Markierung fur den zur Detektion eingesetzten Rezeptor kOnnen kolloidales 
Gold, Selen, farbige Polystyrol- bzw. Latexpartikel, Carbonpartikel sowie (dem 
Fachmann aus dem Stand der Technik bekannte) disperse Farben eingesetzt 
werden. 

Andererseits kann, wie vorstehend erwahnt, der zur Detektion eingesetzte Rezeptor 
ebenfalls nicht markiert sein und damit das Epitop des Mikroorganismus auch uber 
einen dritten markierten Rezeptor nachgewiesen werden, der gegen diesen nicht 
markierten Rezeptor gerichtet ist, wobei dieser Rezeptor vorzugsvye.ise ein 
AntikOrper, Fragment Oder Derivat davon Oder ein Aptamer ist, daS ein 
speziesspezifischer Oder Ig-klassenspezifischerAntikorper Oder ein entsprechendes 
Aptamer sein kann. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Markierung kolloidales 
Gold. 

Derartige Markierungen von sind im Stand der Technik bekannt; vgl. beispielsweise 
Harlow urtd Lane a.a.O. Entsprechendes gilt fur Aptamere. Die vorstehend 
beschriebenen Ausfuhrungsform ist besonders gunstig zum Nachweis der Katalase, 
die ggf. auch nach der Darmpassage noch als Tetramer vorliegt. Selbstverstandlich 
konnen auch in dieser Ausfuhrungsform Kombinationen von Antikorpern, 
Fragmenten, Derivaten und Aptameren eingesetzt werden, z.B. Kombinationen von 
Antikorpern etc., die an unterschiedliche Epitope desselben Antigens binden. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erflndungsgemaSen Verfahrens 
ist der monoklonale AntikSrper ein Maus-Antikorper. 
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Des weiteren sind in einer bevorzugten Ausfuhrungsform die Rezeptoren an einen 
Trager fixiert. 

Die Fixierung der Rezeptoren, vorzugsweise der Antikorper, Fragmente oder 
Derivate davon oder der Aptamere an einen Trager ist besonders vorteilhaft fur die 
Durchfuhrung von Routinechecks. Die Kombination Antikorper-Trager/Aptamer- 
Trager lalJt sich ferner gut als Testbesteck oder in Kitform verpacken. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Tragermaterial ein poroses 
Tragermaterial. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Tragermaterial ein 
Teststreifen. 

Zusatzlich besteht in einer bevorzugten Ausfuhrungsform das Tragermaterial aus 
Zellulose oder einem Zellulosederivat. 

Der Sauger, dessen Stuhl mit dem erfindungsgemaSen Verfahren untersucht 
werden kann, kann ein Tier, beispielsweise ein Haustier wie eine Katze oder ein 
Hund, ein Nutztier, z.B. ein Schwein oder ein sonstiges Tier wie eine Maus, ein Tiger 
oder ein Frettchen sein. - 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Sauger ein Mensch. 

DarUber hinaus betrifft die Erfindung einen monoklonaler Antikorper, ein Fragment 
oder Derivat davon, der/das eine V-Region aufweist, die eine Kombination der 
vorstehend dargestellten CDRs aufweist oder der von einem der vorstehend 
dargestellten Hybridomen produziert wird. 



Bevorzugt sind dabei monoklonale Antikorper, Fragmente oder Derivate davon, die 
mindestens eine der in den Figuren 1 und 2 bzw. 3 und 4 dargestellten V-Regionen 
aufweisen. Vorzugsweise weisen diese Antikorper zwei der in den Figuren 1 und 2 
bzw. 3 und 4 dargestellten V-Regionen auf. Auch ist bevorzugt, daR diese V- 



Printed:24-01-20Q1 



28 

Regionen von den in den Figuren 1 und 2 bzw. 3 und 4 dargestellten DNA- 
Sequenzen kodiert werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist der monoklonale 
Antikorper, das Fragment oder Derivat davon ein Maus-Antikorper oder ein 
Fragment oder Derivat davon oder ein chimarer, vorzugsweise ein humanisierter 
Antik6rper oder ein Fragment oder Derivat davon. Das Derivat kann auch ein 
Fusionsprotein sein. Weiter bevorzugt ist, daS der Antikorper markiert ist, 
beispielsweise mit einem Kolloid, mit einer Markierung bestehend aus Gold, Selen, 
Latex, farbigem Polystyrol, Carbonpartikel dem Fachmann bekannten dispersen 
Farben. 

Die Herstellung von chimarisierten humanisierten und humanen Antikorpern und der 
anderen Derivate ist im Stand der Tech nik wohlbekannt (z.B. Vaughan et al.,1998; 
Orlandi et al., 1989, Harlow und Lane, a.a.O.). 

Die Erfindung betrifft auch ein Aptamer, das dasselbe Epitop wie der monoklonale 
Antikbrper, das Fragment oder Derivat davon spezifisch bindet. Die Herstellung 
derartiger Aptamere kann mit im Stand der Technik bekannten Verfahren erfolgen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Epitop, das von einem der vorstehend 
beschriebenen monoklonalen Antikorper, Fragment oder Derivat davon oder 
Aptamer spezifisch gebunden wird. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung weitere Antikorper, Derivate oder Fragmente 
davon, die das erfindungsgemaBe Epitop spezifisch binden. Diese AntikQrper 
konnen beispielsweise monoklonale Antikorper sein, die unter Verwendung des 
Epitops als Hapten/Bestandteil eines Antigens nach iiblichen Verfahren hergestellt 
werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daruber hinaus eine diagnostische 
Zusammensetzung enthaltend mindestens einen Rezeptor, bevorzugt mindestens 
einen monoklonalen Antikorper, Fragmente oder Derivate davon oder Aptamere wie 
oben stehend definiert, fixiert an ein Tragermaterial. 
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Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung eine Testvorrichtung zum Nachweis 
mindestens eines wie oben stehend definierten Epitops, umfassend (a) mindestens 
einen Rezeptor, der vorzugsweise ein monoklonaler Antikorper, Fragmente oder 
Derivate davon oder ein Aptamer ist wie oben stehend definiert, fixiert an ein 
Tragermaterial; (b) eine Vorrichtung zur Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben; 
und gegebenenfalls (c) ein Gemisch von Rezeptoren wie oben stehend definiert. 



Wie vorstehend erwahnt, betrifft die Erfindung weiter eine Vorrichtung zur 
Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben wie in WO 98/58587 beschrieben. Diese 
Vorrichtung beinhaltet die Probenaufnahme, -Aufbereitung und Testeinheit 
(Teststreifen) in einem Gerat. 



Die Erfindung hat ferner zum Gegenstand eine Testvorrichtung enthaltend (a) 
mindestens einen Rezeptor, vorzugsweise einen monoklonalen Antikorper, 
Fragmente oder Derivate davon oder ein Aptamer wie-oben stehend definiert, wobei 
der Rezeptor konjugiert ist mit kolloidalem Gold, Latexpartikeln oder anderen 
farbgebenden Partikeln, deren GroBe typischerweise im Bereich zwischen 5nm und 
100nm, vorzugsweise zwischen 40nm und 60nm liegt; (b) eine Vorrichtung zur 
Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben, wie beispielsweise in WO 98/58587 
beschrieben; und gegebenenfalls (c) ein Gemisch von Rezeptoren wie oben stehend 
definiert. 

Daruber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung einen Kit enthaltend (a) mindestens 
einen Rezeptor, der vorzugsweise ein monoklonaler Antikorper, Fragmente oder 
Derivate davon oder ein Aptamer wie oben stehend definiert ist, fixiert an ein 
Tragermaterial; gegebenenfalls ferner (b) eine Vorrichtung zur Aufbereitung und 
Analyse von Stuhlproben wie beispielsweise in WO 98/58587 beschrieben; und 
gegebenenfalls (c) ein Gemisch von Rezeptoren wie oben stehend definiert. 



Die Figuren zeigen: 
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Fig. 1: Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der schweren Kette eines fur 
Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers [HP25.2m/2H10] kodiert. Die 
kodierte Aminosauresequenz ist irn Ein letter-Code dargestellt Die nach Kabat et al. 
bestimmten CDR-Regionen 1-3 sind durch Unterstreichung hervorgehoben. 

Fig. 2: Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der leichten Kette eines fur 
Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers [HP25.2m/2H10] kodiert. Die 
kodierte Aminosauresequenz ist im Ein letter-Code dargestellt. Die nach Kabat et al. 
bestimmten CDR-Regionen 1-3 sind durch Unterstreichung hervorgehoben. 

Fig. 3: Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der schweren Kette eines fur 
Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers [HP25.6m/1 B5] kodiert. Dje 
kodierte Aminosauresequenz ist im Einletter-Code dargestellt. Die nach Kabat et 
albestimmten CDR-Regionen 1-3 sind durch Unterstreichung hervorgehoben. 

Fig. 4: Klonierte DNA-Sequenz, die fur die V-Region der leichten Kette eines fur 
Katalase spezifischen monoklonalen Antikorpers [HP25.6m/1 B5] kodiert. Die 
kodierte Aminosauresequenz ist im Einletter-Code dargestellt. Die nach Kabat et al. 
bestimmten CDR-Regionen 1-3 sind durch Unterstreichung hervorgehoben. 

Fig. 5: Allgemeiner Aufbau des Schnellteststreifens: Probenauftrag-Bereich (1); 
Test- bzw. Analysebereich (3) und Absorptionsbereich (4). Im Probenauftrag- 
Bereich befinden sich in getrocknetem Zustand die fur den Nachweis erforderlichen 
Rezeptoren wie beispielsweise spezifische Antikorper fur den Analyten bzw. das 
Antigen, die mit sichtbar farbigen Partikeln, z.B. kolloidalem Gold oder Polystyrol, 
markiert sind, oder andere Bindepartner. Der Testtrager besteht meist aus einer 
speziellen Testmembran wie z.B. Nitrocellulose. Auf dieser Testmembran sind 
weitere spezifische Rezeptoren, die gegen den Analyten bzw. das Antigen gerichtet 
sind, als Testlinie (6) immobilisiert. Zwischen Probenauftrage-Bereich und 
Testbereich befindet sich ein Filter (2). 

Fig. 6: Aufbau des Schnellteststreifens mit Kontrollinie: Probenauftrag-Bereich (1); 
Test- bzw. Analysebereich (3) und Absorptionsbereich (4). Im Probenauftrag-Bereich 
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befinden sich in getrocknetem Zustand die fur den Nachweis erforderlichen 
Rezeptoren fur das Antigen, die mit sichtbar farbigen Partikeln, z.B. kolloidalem Gold 
oder Polystyrol, markiert sind. Der Probenauftrag-Bereich kann in einer bevorzugten 
AusfQhrungsform aus zwei Obereinanderliegenden Konjugatbereichen bestehen, die 
in einem Bereich den beispielsweise Gold-markierten Rezeptor, in dem anderen 
einen Biotin-markierten Rezeptor enthalten. Der Testtrager besteht meist aus einer 
speziellen Testmembran wie z.B. Nitrocellulose. Auf dieser Testmembran sind 
weitere spezifische Rezeptoren, die gegen den Analyten (Antigen) gerichtet sind, als 
Testlinie (6) immobilisiert. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann als Testlinie 
Streptavidin immobiliisiert sein. Als Funktionskontrolle kann auf der Testmembran 
eine weitere Kontroll- oder Abfanglinie (7), beispielsweise ein gegen den markierten 
Rezeptor gerichteter Rezeptor, immobilisiert sein. Zwischen Probenauftrage-Bereich 
und Testtrager befindet sich ein Filter (2). 



Die Beispiele erlautern die Erfindung. ~ 
Beispiel 1 : Isolierung von H. pylori Antigenen 
1.1 Kultivierung von H. pylori 

H. pylori (Stamm NCTC 11637) wurde in Petri-Schalen auf Wilkins-chalkern Agar 
unter Zusatz von 10% Pferdeblut sowie Amphotericin B, Vancomycin und Cefsoludin 
(Sigma Chemicals) ausgestrichen und 1-2 Tage unter mikroaerophiler Atmosphare 
(Anaerocult GasPAk, Merck) bei 37°C inkubiert. Der Inhalt von 2 Schalen wurde in 
350 ml BHIB-Medium unter Antibiotika-Zusatz wie oben in einer 1 I Flasche (Schott) 
suspendiert, das Medium fur 4-8 min mit einem Gasgemisch aus 10% C0 2 , 5% 0 2 , 
85% N 2 begast und die Flasche verschlossen. Die Kultur wurde 2 Tage bei 37 °C auf 
einem Rundschuttler geschuttelt. Der Inhalt der Flasche wurde anschliefcend steril in 
eine 10 I Flasche uberfuhrt und mit 4,7 I BHIB-Medium aufgefullt. Die Flasche wurde 
dann weitere 2 Tage bei 37°C auf einem Rundschuttler inkubiert. Das gesamte 
Volumen wird daraufhin bei 5000 g fur 15 min zentrifugiert, Uberstand dekantiert und 
das Bakterienpellet gewogen. Zur Lagerung wurde das Pellet in einer 
physiologischen Kochsalzlosung unter Zusatz von 15% Glycerin im Verhaltnis 2:1 
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(w/v) resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Urn die ldentitat der kultivierten 
Bakterien zu uberprufen wurde eine mikroskopische Inspektion der Bakterien sowie 
Tests auf Urease-, Oxidase und Katalase-Aktivitat durchgefuhrt. 

Beispiei 2: Preparation von H. pylori Antigenen 

Preparation von H. py/or/-Lysat 

H. pylori Bakterienpellet (Beispiei 1) wurde 1:10 mit PBS, pH 7,5 versetzt und auf Eis 
resuspendiert. Die Bakterienzellen wurden auf Eis mit der kleinen Sonde eines 
Ultraschallgerates (Sonifier, Branson), bei 25-30% Intensitat 10 x 60 s mit jeweils 60 
s Pause beschallt. Die aufgeschlossenen Bakterienzellen wurden 2 x 20 min, bei 
4°C und 10 000 RPM zentrifugiert (Sorvall, SS-34). Der Uberstand wurde. a!s, 
Antigenpraparation fur die Produktion von polyklonalen Antiseren verwendet 

Preparation von H. pylori Katalase ~ 

Gefrorenes Bakterienpellet wurde im Verhaltnis 1:2 (w/v) mit AufschluBpuffer (20 
mM Tris/HCI pH 7,0, 1 rnMEDTA, 1 mM Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Flourid (PMSF), 
0,05% Natriumazid und 10% (v/v) Isobutanol) versetzt und bei Raumtemperatur (RT) 
auf einem Uber-Kopf-Mischer bis zum vollstandigen Auftauen und zusatzlich weitere 
ca. 15 min geschUttelt. Nach Zentrifugation bei 20 000 RPM, 4°C fur 20 min, wurde 
der Uberstand abdekantiert und uberein 0,45 pm Filter filtriert. 

Der klare Oberstand wurde im Verhaltnis 1:3 mit Puffer A (20 mM Tris HCI pH 7.0, 1 
mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,05% Natriumazid) verdunnt und auf eine mit Puffer A 
aquilibrierte SourceQ-Saule (16/10) (Pharmacia) uberfuhrt. Der Durchlauf von der 
SourceQ-Saule enthielt das Enzym Katalase und war frei von H. pylori 
Hauptantigenen wie Urease, HSP60 und Alkylhydroperoxid-Reduktase. 
Zur Isolierung der Katalase wurde der Durchlauf von der SourceQ-Saule einer 
Molekularsieb-Chromatographie (Superdex 200) (16/60) unterzogen. Die Katalase 
wurde dabei zusammen mit einem andern ca. 150 kDa grofcen Protein (Neutrophil 
Activating Protein, NAP) in etwa gleichen Anteilen isoliert. 




6-03-2000 



EP001 05592.0- 



iDESC 



33 



In hoherer Reinheit wurde Katalase erhalten wenn der Durchlauf von der SourceQ- 
Saule mit einer 2 M Natriumacetat-Losung pH 4.9 auf 40 mM Natriumacetat 
gebracht und auf eine SourceS-Saule (8/28) Uberfuhrt wurde. Nach einem 
Waschschritt mit Puffer A zur Entfernung nicht gebundener Proteine wurde die 
Katalase mit Puffer B (40 mM Natriumacetat, 1 M NaCI pH 4.9) unter Verwendung 
eines linearen NaCI-Gradienten (Puffer A plus 0% bis 100% Puffer B) eluiert. 
Katalase eluiert bei ca. 370 mM NaCI. 

Beispiel 3: Charakterisierung der Katalase: 

Das gereinigte Protein wies unter reduzierenden Bedingungen im SDS-PAGE ein 
Molekulargewicht von ca. 58 kDa und eine Reinheit von > 90% auf. 

Zur Identifizierung des isolierten Proteins wurde eine Mikrosequenzierung 
durchgefQhrt. Das Protein wurde im SDS-PAGE Gel mit LysC Protease gespalten. 
Das extrahierte Proteingemisch wurde uber RP-HPLC aufgetrennt. Die 
Sequenzanalyse des LysC Peptides ergab folgende Aminosaure-Sequenz: 



Diese Sequenz ist identisch mit dem entsprechenden LysC-Peptid aus H. pylori 
Katalase (Manos J. et al. (1998) Helicobacter 3 (1), 28-38; Genbank Accession No 
AAC1 6068.1) 

Beispiel 4: Herstellung poiyklonaler und monoklonaler Antikorper (pAk; mAk) 
Herstellung poiyklonaler Antiseren: 

Polyklonale Antiseren gegen H. py/ori-Lysat, H. py/on-Lysat mit abgereicherten 
Hauptantigenen wie beispielsweise Urease, HSP60 und Alkylhydroperoxid- 
Reduktase (siehe Beispiel 2: Isolierung und Reinigung), H. py/or/-Lysat mit 
angereicherter Katalase (beispielsweise durch Zufugen von Katalase zum Lysat) 
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sowie polyklonale Antiseren gegen gereinigte Katalase konnen durch Immunisierung 
eines ausgewahlten SSugetieres (z.B. Maus, Kaninchen, Ziege, etc.) mit den 
entsprechenden Katalase-Epitope enthaltenden immunogenen Praparationen 
erhalten werden. 

Die Antikorper kennen mittels Protein A Affinitats-Chromatographie aus Seren 
gereinigt und als Fang-Antikorper im Sandwich-ELISA (siehe Beispiel 8) zur 
Beurteilung der Eignung monoklonalen Antikorper fur die Antigen-Detektion in 
Patientenstuhl eingesetzt werden. 



Polyklonale Kaninchen-Antiseren wurden von pab Productions (Herbertshausen) aus 
H. py/on-Lysat hergestellt. Aus diesen Antiseren wurden mittels Protein A Affinitats- 
Chromatographie polyklonale AntikSrper aufgereinigt und als Fang-Antikorper- -im - 
Sandwich-ELISA (siehe Beispiel 8) zur Beurteilung der Eignung monklonaler 
Antikorper fur den Nachweis von H. py/or/-Antigenen in Patientenstuhl verwendet. 

Herstellung monoklonaler Antikorper: 

Die Herstellung monoklonaler Antikorper erfolgte nach dem Fachmann bekannten 
Methoden (Harlow & Lane,- 1988; Peters & Baumgarten, 1990). 



Immunisierung 

Aus H. py/on-Lysat hergestellte Antigenpraparationen (siehe Beispiel 2), wurden zur 
Immunisierung von Mausen (BALB/cx C57 Black, F1 -Generation, 8-12 Wochen alt) 
verwendet. Als Grundimmunisierung wurden 50 ug Antigen 1:1 mit komplettem 
Freundschem Adjuvans (Difco) emulgiert und intraperitoneal injiziert (200 ul/Maus). 
Bei 4 monatlichen Auffrischungen erhielten die M§use jeweils 25 ug Antigen mit 
inkomplettem Freundschem Adjuvans. Aus retroorbital entnommenem Blut wurde 
Antiserum als Positivkontrolle im ELISA (siehe Fusionsscreening) gewonnen. 



Fusion 
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Zwei Tage nach der letzten Immunisierung wurde den Mausen die Milz entnommen 
und die Milzzellen mit den Myelomzellen P3x63Ag8.653 (ATCC CRL-1580; Kearney 
et al., 1979) im Verhaltnis 5:1 mit Polyethylenglykol 4000 fusioniert. Die fusionierten 
Zellen wurden in HAT-Medium (Klonierungsmedium (= RPMI 1640 Medium, 20% 
FCS, 200 U/ml rhlL-6) mit Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-Supplement (Sigma)) 
suspendiert und mit einer Zelldichte von 2-6 x 10 4 Zellen/Napf in 96-Napf- 
Mikrotiterplatten ausplattiert. Die Kultivierung der Hybridome erfolgte bei 37°C, 5% 
C0 2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. 

Fusionsscreening mittels direktem ELISA 

Das Screening der antikorperhaltigen KulturOberstande aus bewachsenen Napfen 
(ca. 10 Tage nach der Fusion) erfolgte im direkten ELISA auf 96-Nppf 
Mikrotiterplatten (MaxiSorb, Nunc): 

Die ELISA-Platten wurden mit 2 ug/ml Immunisierungsantigen in Carbonatpuffer, pH 
9,6 beschichtet (100 ul/Napf, uber Nacht, 5°G). Die- Beschichtungslosung wurde 
abgesaugt und noch freie Bindungstellen mit 2% Magermilchpulver in PBS (w/v) 
geblockt (200 ul/Napf 1 h, Raumtemperatur). Nach zweimaligem Waschen der Platte 
mit PBS pH 7,3 mit 0,025% Tween-20 (v/v) wurden die KulturOberstande der 
Primarklone unverdOnnt in die Napfe pipettiert (100 ul/Napf) und die Platten 1-2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Antiserum, als 
Negativkontrolle Medium verwendet. Nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion 
der gebundenen Antikorper mit einem Peroxidase-markierten Sekundarantikdrper 
(Kaninchen-anti-Maus Ig-POD (DAKO) in PBS mit 0,1% Rinderserumalbumin, 20 
min, Raumtemperatur). Nach viermaligem Waschen der Platte wurde Substratlbsung 
(K-Blue, Neogen oder ZitronensSurepuffer, pH 4,5 mit TMB + H 2 0 2 ) zugegeben. Die 
Peroxidase setzt das farblose Substrat Tetramethylbenzidin (TMB, Sigma) zu einem 
farbigen Komplex urn. Nach 10 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 N 
Schwefelsaure abgestoppt. KulturOberstande von Klonen, die antigenspezifische 
Antikorper produzieren, zeigten eine deutliche FSrbung gegenuber den farblosen 
negativen Kulturuberstanden. 

Etablierung und Kultivierung der Hybridome 
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Positive Klone wurden zweimal nach dem Prinzip der GrenzverdQnnung rekloniert, 
urn Monoklone zu erhalten (Coiler & Coller, 1983). Die erste Reklonierung erfolgte in 
Kionierungsmedium mit Hypoxanthin-Thymidin-Supplement (Sigma), die zweite in 
Klonierungsmedium. Die Reklone wurden wiederum mittels direktem ELISA auf ihre 
Antigenspezifitat Qberpruft. Der reklonierte Klon wurde schliefclich in Flachflaschen 
an Produktionsmedium (RPMI 1640 Medium mit 5% IgG-reduziertem FCS) 
adaptiert. Die Zellen wurden kryokonserviert und KulturQberstand fOr die 
AntikSrperreinigung produziert. 

Beispiet 5: Charakterisierung der Antikorper aus Kulturtiberstand 

Aus einem Repertoire von 30 spezifischen (gegen das Immunisierungs-Antigen. 
Antikorper-produzierenden) Klonen wurden 10 anhand guter Reaktivitat auf 
Stuhlproben H. py/ori-infizierter Patienten im Sandwich-ELISA ausgewahlt (siehe 
Beispiel 6) ~- 

Isotypbestimmung 

Bei den etablierten Klonen wurde im KulturQberstand eine Isotypbestimmung des 
monoklonalen AntikSrpers mit dem Isotyping Kit IsoStrip (Roche Diagnostics) 
durchgefuhrt. Dies ergab 8 Klone des Typs lgG1 und einen Klon des Typs lgG2a 
(siehe Tabelle 3). 

Western blot 

Die Kulturuberstande wurden im Westernblot auf die F3higkeit Qberpruft, das 
Immunisierungs-Antigen spezifisch zu erkennen. Pro Gel wurden 15 ug gereinigtes 
Antigen in reduzierendem Probenpuffer (Laemmli, 1970) gekocht und auf ein 
12%iges SDS-Poplyacrylamid-Minigel (8,6 cm x 7,7 cm x 0,1 cm, Biometra) 
aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung bei 25-30 mA wurden die 
Proteine (Antigen) mittels Semidry-Blot-Verfahren auf einer Nitrozellulose-Membran 
immobilisiert. 
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Die Membran wurde mit 2% Magermilchpulver in PBS geblockt (30 min, 
Raumtemperatur) und dreimal 5 min mit TBS/Tween-20 (0,2%) gewaschen. Fur den 
folgenden Inkubationsschritt wurde die Membran in eine Accutran Cross-Blot- 
Screening-Einheit (Schleicher und Schuell) eingespannt, unter Verwendung einer 
Gitterpiatte mit 34 Querkanalen. In jede der entstandenen Spuren wurden 250 pi 
TBS/Tween-20 vorgelegt und je 250 pi der zu testenden Hybridomakulturuberstande 
zugegeben. Die Inkubation erfolgte 2 h bei Raumtemperatur unter Schutteln. 
Nach dreimaligem Waschen TBS/Tween-20 wurde die Membran 1 h mit dem POD- 
konjugierten Sekundarantikorper (Kaninchen-anti-Maus Ig-POD, DAKO) inkubiert. 
Die Membran wurde dreimal gewaschen und der Immunkomplex durch Zugabe der 
3,3-Diaminobenzidine-Substratiosung (DAB, Sigma) visualisiert. Die antikdrper- 
bindenden Proteinbanden wurden anschlieSend durch ein unlosliches 
Peroxidasesubstrat sichtbar gemacht. 

6 Hybridomakulturuberstande zeigten eine der Katalase entsprechende Bande 
(58 kDa), 3 Uberstande waren im Westernblot negativ, zeigten jedoch eine positive 
Reaktion mit nativem Antigen im ELISA. -WahrscheinliGh erkennen sie ein 
Konformationsepitop. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 

Beispie! 6: Screening von mAk Kulturuberstanden auf Patientenproben 
(gemischtes polyklonales / monoklonales System) 

Diejenigen monoklonalen Antikdrper, die im Fusionsscreening mittels direktem 
ELISA positive Antigen-Erkennung zeigten, wurden als Kulturuberstande im 
Sandwich-ELISA hinsichtlich ihrer Patienten-Erkennung und Antigen-Nachweis- 
grenze untersucht. 

Als interne Entwicklungsproben standen Stuhlproben zur Verfugung, deren 
Infektionsstatus (Gruppe 0 und 4) mittels histologischer Untersuchung und/oder 13 C- 
Harnstoff Atemtest erhoben wurde. Bei Patienten der Gruppe 0 konnte eine Infektion 
mit H. pylori sicher ausgeschlossen werden, bei Patienten der Gruppe 4 eine 
Infektion sicher nachgewiesen werden. 

Die Beschichtung der ELISA-Platten (MaxiSorb; Nunc) erfolgte uber Nacht bei 5°C 
mit 100 pi einer Losung eines polyklonalen Kaninchen-anti-Katalase-Antikorpers 
oder polyklonalen Kaninchen-anti-H. py/or/-Antikorpers (pAk; ca. 20 pg IgG/ml 0,1 M 



Printed:24-01-2001 



38 

Carbonat-Puffer, pH 9,5). Zur Absattigung der noch freien Bindungsstellen wurden 
200 pi 150 mM PBS pH 7,2 mit 0,2% Fischgelatine (w/v) pro Napf zugegeben und 
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die ELISA-Platte 2 x mit 250 pi 
PBS unterZusatz von 0,025% Tween-20 (Waschpuffer 1) gewaschen. Humanstuhi 
wurde im Verhaltnis 1:10 (w/v) mit 150 mM PBS unter Zugabe von 2% 
Magermilchpulver und 1 mM EDTA suspendiert. 

Zur Bestimmung der Antigen-Nachweisgrenze wurde eine H. pylori negative 
Stuhlsuspension mit 50 ng/ml Katalase (siehe Beispiel 2) versetzt und in 1:2 
Schritten mit einer H. pylori negativen Stuhlsuspension verdiinnt. Je 100 pi der 
Stuhlsuspension wurden pro Napf fur eine Stunde inkubiert (Doppelbestimmung bei 
Patientenproben). Die Platte wurden 4 x mit Waschpuffer 2 (PBS mit 0,2% Tween- 
20) gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pi Kulturuberstand von Hybridomen (1:5 
in PBS verdunnt) zugegeben und fur 60 min bei RT inkubiert. Die Detektion-der 
gebundenen Antikorper erfolgte durch Zugabe eines konjugierten SekundSr- 
antikorpers (Kaninchen-anti-Maus IgG-POD, DAKO). Die Peroxidase (POD) setzt 
das farblose Substrat Tetramethylbenzidin (TMB, Sigma) in ein blaues Produkt urn. 
Nach 5 bis 10 Minuten, Oder sobald auch die Negativkontrolle eine leichte 
Blaufarbung zeigte, wurde die Reaktion durch Zugabe von 1N Schwefelsaure (100 
pI/Napf) gestoppt. Die Starke der Farbreaktion wurde im ELISA-Reader (MWG 
Spektral) gemessen. Die Messung erfolgte bei 450 nm gegen die Referenz- 
wellenlange 620 nm. Vor Zugabe des Detektionsantikorpers bzw. der SubstratlSsung 
wurde die ELISA-Platte jeweils 3-4 x mit Waschpuffer 1 gewaschen. 
Die niedrigste Konzentration, bei der noch eine Extinktion grfiBer Oder gleich dem 
zweifachen der Kontrolle (H. pylori negative Stuhlprobe ohne Antigen-Zumischung) 
detektiert wurde, wurde als Nachweisgrenze festgesetzt. 



Tabelle 1: HP25.2m/2H10: Sensitivity und Spezifitat im Sandwich-ELISA mit 
Patientenproben 



Stuhlprobe 


Infektions- 
Status des 
Patienten 


Fanger-AK: pAk gegen HP 
Detektions-AK: HP25.2m/2H10 
(Kulturuberstand) 

OD 450-620 


Auswertung 
cut off: 0,1: 

OD 4 S0-€20= 0,1 


CX0010 


POSITIV 


0,25 


positiv 
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CX1014 


POSITIV 


0,75 


positiv 


CX1029 


POSITIV 


0,18 


positiv 


CX1038 


POSITIV 


0,09 


negativ 


CX1052 


POSITIV 


0,11 


positiv 


CX2008 


POSITIV 


0,63 


positiv 


CX2009 


POSITIV 


0,32 


positiv 


CX2016 


POSITIV 


0,07 


negativ 


CX2019 


POSITIV 


0,59 


positiv 


CX2029 


POSITIV 


0.52 


positiv 


CX0213 


POSITIV 


0.04 


negativ 


CX294-1 


POSITIV 


0,14 


positiv 


CX3098 


POSITIV 


0,13 


positiv 


CX3146 


POSITIV 


0,05 


negativ 


CX3148 


POSITIV 


0,08 


negativ 


CX3234 


POSITIV 


0.18 


positiv 


CX4003 


POSITIV 


0,17 


positiv 


CX4006 


POSITIV 


0,25 


positiv 


CXTO01 


POSITIV 


0,23 


positiv^ — 


CXT002 


POSITIV 


0.53 


positiv 


CXT003 


POSITIV 


0,12 


positiv 


CXT004 


POSITIV 


0.03 


negativ 


CXT005 


POSITIV 


0.03 


negativ 


CXT006 


POSITIV 


0.31 


positiv 


CXT007 


POSITIV 


0,08 


negativ 


CX1008 


NEGATIV 


0,29 


positiv 


CX1031 


NEGATIV- 


0,08 


negativ 


CX1049 


NEGATIV 


0,7 


positiv 


CX1051 


NEGATIV 


0,09 


negativ 


CX0142 


NEGATIV 


0,03 


negativ 


CX0185 


NEGATIV 


0,03 


negativ 


CX0189 


NEGATIV 


0,08 


negativ 


CX0193 


NEGATIV 


0,03 


negativ 


CX2010 


NEGATIV 


0,08 


negativ 


CX2018 


NEGATIV 


0,09 


negativ 


CX0220 


NEGATIV 


0,03 


negativ 


CX0231 


NEGATIV 


0,03 


negativ 


CX0258 


NEGATIV 


0,02 


negativ 


CX3008 


NEGATIV 


0,09 


positiv 


CX301 1 


NEGATIV 


0,08 


negativ 


CX3033 


NEGATIV 


0,07 


negativ 


CX3035 


NEGATIV 


0,09 


negativ 



AK: AntikOrper; HP: H. pylori 
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Der monoklonale Antikorper HP25.2m/2H10 zeigte im Sandwich-ELISA mit 
Patientenproben eine Sensitivity von 68% (von 25 positiven Proben wurden 17 
richtig erkannt) und eine Spezifitat von 82% (von 17 Proben wurden 14 richtig 
erkannt). 



Tabeile 2: Charakterisierung der monoklonalen Antikorper gegen Katalase 



Fusion/Klon 


Isotyp 


WB (Ag) 


NWG 
(ng/ml) 


Stuhlproben, die korrekt 
erkannt wurden 


pos. Proben 


neg. Proben 


HP25.2m/2H10 


lgG2a, k 


+ 


1.5 


17 von 25 


14 vqd.17 — 


HP25.6m/1G4 


igd.K 


+ 


1,5 


4 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/1B5 


IgGI.K 


+ 


3-6 


3 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/1H4 


igGi, k 


+ 


3-6 


2 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/4E3 


igGi , k 


+ 


6 


2 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/1A5 


IgGi, k 


+ 


6 


2 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/5E4 


IgGi , k m 




1.5 


1 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/4A12 


lgG1 , k 




1.5 


1 von 5 


2 von 2 


HP25.6m/5F4 


IgGl.K 




1.5 


1 von 5 


2 von 2 



Ag: Antigen; WB: Westernblot; NWG: Nachweisgrenze 



Ergebnisse 

Tabeile 2 faBt die Ergebnisse der Isotyp-Bestimmung, der Westernblot-Analysen, 
der Nachweisgrenzen-Bestimmung und der Patienten-Erkennung far die 
monoklonalen Antikorper im KulturUberstand gegen Katalase zusammen. Im 
gemischt polyklonal-monoklonalen Sandwich-ELISA-System zeigt der mAk 
HP25.2m/2H10 eine Sensitivitat von 68% und eine Spezifitat von 82%. Eine 
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Verbesserung von Sensitivitat und Spezifitat zeigte sich durch den Einsatz von 
gereinigten mAk (statt Kulturuberstand) in einem rein monoklonalen ELISA-System. 

Dabei konnen entweder ein monoklonaler Antikdrper, der gegen das gleiche Epitop 
des Antigens gerichtet ist, oder zwei verschiedene monoklonale AntikSrper die 
gegen verschiedene Epitope des gleichen Antigens gerichtet sind (siehe Beispiel 8), 
als Fanger- und Detektor-Antikorper eingesetzt werden. 



Beispiel 7: Reinigung von monoklonalen Antikorpern aus 
Hybridomakulturuberstanden 

Die Reinigung von mAk aus serumfreien Hybridomakulturuberstanden erfolgt mittels 
einer modifizierten Protein-G Affinitatschromatographie (Pharmacia Biotech, 1994). 
Die filtrierten (0,45 pm) Kulturuberstande wurden direkt uber eine Protein G Matrix 
geleitet. Der Proteinnachweis im Durchlauf bzw.-Eluat-erfolgte uber die Messung der 
optische Dichte bei 280 nm, Nach einem Waschschritt mit 150 mM PBS, pH 7,2 bis 
zum Erreichen des Detektor-Hintergrundwertes wurde mit 0,1 M Glycin/HCI, pH 3,3 
eluiert. Die Regeneration der Protein G Matrix erfolgte mit 0,1 M Glycin/HCI, pH 2,7. 

Beispiel 8: Charakterisierung der gereinigten monoklonalen Antikorper und 
Antikorperauswahl fur den Test 

Diejenigen Antikorper, welche die beste Stuhlprobenerkennung bei der Messung aus 
dem Kulturuberstand zeigten, wurden im gereinigten Zustand weiter charakterisiert. 
Zum einen wurden mittels Oberflachen-Plasmonresonanz die Affinitatskonstanten 
bestimmt. Des weiteren wurden die Bindungsregionen der Antikorper kartiert (Epitop 
Kartierung). Schliefclich erfolgte eine Auswahl geeigneter Antik6rper-Paare an Hand 
von Stuhlproben im Sandwich-Stuhl-ELISA und im Schnelltest. 

Charakterisierung von Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen mittels 
Oberflachenplasrnonresonanz-Spektroskopie (SPR-Spektroskopie) 
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Mit der SPR-Spektroskopie konnen die Affinitatskonstanten der monoklonalen 
Antikorper bestimmt werden. Dadurch lassen sich geeignete Antikorper fur die 
Entwicklung von ELISA und Schnelltest finden. 

Durchfuhrung der Oberfiachenplasmonresonanz-Spektroskopie am Pharmacia 
BIAcore 

Alie Schritte wurden auf einer Pharmacia Biacore Processing Unit CA 186 nach 
Vorschrift des Herstellers durchgefuhrt (BIAcore Methods Manual). 
Katalase wurde dabei uber Aminkopplung auf der Dextranmatrix des BIAcore CM5 
Sensorchips immobilisiert Zur Aktivierung der Dextranmatrix wurden 45 pi einer 1:1- 
Mischung aus 0,05 M N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 0,2 M 1-Ethy-3-(3- 
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)-LSsung bei einer FluSrate von 5 pl/min uber 
den Sensorchip geleitet. Anschlie&end wurde Katalase (35 pi; 50 pg/ml in 10 mM 
Natrium-Acetat pH 5,0) an die Dextranmatrix gebunden. Verbleibende NHS-Ester 
wurden mit 1 M Ethanolamin (35 pi) deaktiviert.-Nicht-kovalent an die Dextranmatrix 
gebundene Katalase wurde durch Regeneration des Sensorchips mit HCI (10 mM; 
15 pi) entfernt. 

Durch Zugabe der Katalase-spezifischen monoklonalen Antikorper wurden diese mit 
immobilisierter Katalase zur Reaktion gebracht und die Massenanlagerung am 
Detektor gemessen. Es wurden Antikorper-Losungen unterschiedlicher 
Konzentration im Bereich zwischen 20 und 670 nM eingesetzt. Diese wurden mit 
einer FluSrate von jeweils 25 pl/min uber die auf dem Sensorchip CM5 immobilsierte 
Katalase injiziert. 

Aus dem zeitlichen Verlauf des Resonanzsignals lassen sich die Werte fur die 
Geschwindigkeitskonstanten der Adsorption (k on ) und Desorption (koff) des 
Antikorpers errechnen (BIAevaluation software 3.0). Von den 6 monoklonalen 
Antikorpern, die getestet wurden, zeigten 4 sehr gute Affinitaten Kd>5E-10 (Tab. 3). 

Tabelle 3: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung der monoklonalen Antikorper gegen 
Katalase 
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mAk 


kon IM" 1 s* 1 ] 


k 0 ff [s 


K D [M] 


HP25.2m/2H10 


1 .44E+05 


3.90E-05 


2,71 E-10 


HP25.6m/1 G4 


1,41 E+05 


2.52E-05 


1.79E-10 


HP25.6m/1B5 


5.67E+04 


3.86E-05 


6,81 E-10 


HP25.6m/1H4 


7.12E+04 


4.12E-05 


5.79E-10 


HP25.6m/4E3 


4.92E+04 


5.96E-05 


1 ,21 E-09 


HP25.6m/1A5 


3,91 E+04 


4.77E-05 


1.22E-09 



Kq- k 0 ff C k 0 n 



Epitop-Kartierung der monoklonalen Antikorper gegen Katalase . - 

Die Epitop-Kartierung wurde von der Firma Pepscan Systems (Niederlande) 
durchgefuhrt. Es wurde eine Peptid-Bank (30-mere mit einer Oberlappung von 27 
Aminosauren) der Katalase auf Plastikkarten hergestellt und mit den Antikorpern 
inkubiert. Die ermittelten Epitope (Peptide, an die Antikorper gebunden haben) sind 
in Tab. 4 aufgefuhrt. HP25.2m/2H10 zeigte unspezifische Peptiderkennung, d.h., 
date dieser Antikorper sehr wahrscheinlich an ein diskontinuierliches Strukturepitop 
bindet Auch HP25.6m/1B5 zeigte neben der Haupterkennungsregion (siehe Tab. 4) 
weitere unspezifische Peptidbindungen, die die Mitwirkung einer Struktur- 
komponente erwarten lassen. Obertragt man die ermittelten Epitope auf die Struktur 
der E. coli Katalase (Bravo et al., 1999), so fallt auf, daB die Antikorper 
HP25.6m/1B5, 1A5 4E3, 1G4 und 1H4 im Enzymzentrum (Aminosaure 190 - 360) 
binden, einem Bereich, der in der Nahe der katalytischen Domane liegt. 



Tabelle 4: Ergebnisse der Epitop Kartierung der Katalase-mAk 



mAk 


erkanntes Epitop 


HP25.2m/2H10 


diskontinuierlich 


HP25.6m/1 B5 


EGNWDLVGNNTPVFFIRDAIKFPDFIHTQKRDPQTN 


HP25.6m/4E3 


IARGDYPKWLSTQVMPEEDAKKYRFHPFDVTK 
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HP25.6m/1A5 


IARGDYPKWLSTQVMPEEDAKKYRFHPFDVTK 


HP25.6m/1 H4 


SRGDYMQNGYYGSLQNYTPSSLPGYKEDKS 


HP25.6m/1G4 


1. EEAAEIRKHDPDSNQRDLFDAIARGDYPKW 

2. DDSDYYTQPGDYYRSLPADEKERLHDT 
ERLHDTIGESLAHYTHKAEIVDKQLEHFKKA 



Oberlappende Erkennungsregionen der AntikCrper sind unterstrichen. 



Ermittlung von geeigneten Antikorperpaaren an Hand von Patientenstuhl 

Die Antikdrper gegen Katalase wurden zunachst gegeneinander austitriert. Dann 
wurden mit den so optimierten ELISA-Systemen Patientenstuhlproben getestet, - 
sowie die Nachweisgrenzen von Katalase in humanem Nullstuhl bestimmt <Tab. 5). 

Aufbau des Sandwich-ELISA: ~- - - - u 

Die Beschichtung der ELISA-Platten (MaxiSorb; Nunc) erfolgte fur 1h bei 37°C mit 
100 pi einer mAk-Losung in Carbonatpuffer, 0,1 M, pH9,5. Zur Blockade der noch 
freien Bindungsstellen wurden 200pl 150mM PBS mit 0,2% Fischgelatine (w/ v) pro 
Napf pipettiert und 30min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschieBend folgte ein 
zweimaliges Waschen mit 250pl Waschpuffer 1 (PBS mit 0,025% Tween). 
Humanstuhl wurde im Verhaltnis 1:10 (w/ v.) mit 150mM PBS unter Zusatz von 2% 
Magermilchpulver und 1mM EDTA suspendiert. Zur Bestimmung der Antigen- 
Nachweisgrenze wurde gereinigte H. py/o/?-Katalse in bekannten Konzentrationen 
der Stuhlsuspension eines H. pylori negativen Patienten (Nullstuhl) zugegeben. Die 
Stuhlprobensuspensionen wurden 5min bei 7000g abzentrifugiert. Je 100pl des 
Uberstandes wurden pro Napf fur 1h inkubiert. Die Proben wurden als Doppelwerte 
aufgetragen. Die Platte wurde anschlieSend 4x mit Waschpuffer 2 (250pl PBS unter 
Zusatz von 0,2% Tween) gewaschen. Dann wurden 100pl einer Losung Biotin- 
gekoppelten in PBS; 0,1% BSA zugegeben und fur 60min bei RT inkubiert. Die 
Detektion der gebundenen Antigen/Antikdrperkomplexe erfolgte durch Zugabe eines 
Konjugats von Streptavidin mit POD (Dianova). Die POD setzt dann im nachsten 
Schritt das farblose Substrat TMB (Sigma) in ein blaues Produkt urn. Nach 5 bis 10 
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Minuten, Oder sobald auch die Negativkontrolle eine leichte Blaufarbung zeigte, 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 1N Schwefelsaure (100 pl/Napf) gestoppt. Die 
Starke der Farbreaktion wurde im ELISA-Reader (MWG Spektral) gemessen. Die 
Messung erfolgt bei 455 nm gegen die Referenzwellenlange 620 nm. 

Als geeigneter Detektor-Antikorper fur die Kombination mit alien weiteren getesteten 
Antikorpern erwies sich HP25.2m/2H10 (Tab. 5). Auf Grund der Affinitatsdaten 
wurden als Fanger-AntikSrper im Schnelltest HP25.6m/1B5, 1G4 und 1H4 getestet. 
Dabei stellte sich HP25.6m/1 B5 als bester Fanger-Antikorper heraus. 



Tabelle 5: Ergebnisse der Paarfindung der monoklonalen Antikorper gegen Katalase 





FSnger-Antikorper 


biotinylierter 


25.2m/ 2H10 


25.6m/ 1B5 


25.6m/ 1G4 


25.6m/ 1A5 


25.6m/ 1 H4 


Detektor- 












Antikorper 












25.2m/2H10 


N: 0,03 


0,1 


0,03 


0,1 


0,03 




G4: 7-8 


7 


8 


7 


8 




GO: 2 


2 


2 


2 


2 


25.6m/1B5 


N: 0,1 


0,1 


0,1 


0,03 


0,3 




G4: 8 


7 


5 


7 


8 




GO: 2 


1 


2 


2 


2 


25.6m/1G4 


N: 0,3 


0,1 


0,1 


0,01 


0,1 




G4: 6-8 


7 


8 


8 


8 




GO: 1-2 


2 


4 


2 


2 


25.6m/1A5 


N: 0,3 


0,1 


0,3 


0,1 


0,3 




G4: 6-7 


7 


5 


7 


8 




GO: 2 


2 


2 


2 


2 


25.6m/1H4 


N: 0,1 


0,3 


0,1 


0,3 


0,1 




G4: 8 




4-7 


7 


8 




GO: 3 




2 


2 


2 



Printed:24-01-2001 
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Patientenerkennung (Detektion von 8 kritischen G4- und 4 GO-Patientenproben) 
N = Nachweisgrenzen [ng/m!] der Katalase in Nullstuhl 



Beispiel 9: Herstellung von Konjugaten zur Verwendung in immunchromato- 
graphischen Schnelltests 

Kopplung von monoklonalen Antikorpern an Biotin 

Die monoklonalen Antikdrper wurden im Anschlufc an die Reinigung an Biotin 
gekoppelt. Die Kopplung erfolgte nach bekannten Methoden (Harlow & Lane, 1988). 
Die monoklonalen Antikdrper wurden bei einer Konzentration von ca. 1-2 mg/ml 
konjugiert. Vor der Kopplung wurden die Antikdrper durch Dialyse in 0,1 M Natrium- 
Acetat-Puffer, pH 8,3 bzw. 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer,- pH 8,3, 
umgepuffert. Zu je 1 mg Antikdrper wurden 50 ug N-Hydroxysuccinimidobiotin (NHS- 
d-Biotin; Sigma) in DMSO zugegeben und vermischt^Die Mischung wurde 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die biotinylierten Antikdrper von 
ungekoppeltem NHS-d-Biotin durch extensive Dialyse gegen 0,15 M PBS,. 0,05 % 
NaN 3 , pH 7,5 befreit. 

Kopplung von monoklonalen Antikorpern an kolloidales Gold 

Die Kopplung von monoklonalen Antikorpern an kolloidales Gold erfolgte nach 
bekannten Standardmethoden (Frens, 1973; Geoghegan und Ackerman, 1977; Slot 
et al., 1985). Goldkolloid mit einer Partikelgrdlie von 40 nm, OD (520 nm) = 1 (British 
BioCell, Cardiff, England) wurde mit 0,1 M K 2 C0 3 auf pH 9 eingestellt. Gereinigter 
mAk wurde gegen 2 mM Boratpuffer, pH 9,2 dialysiert und auf eine Konzentration 
von 0,1 mg/ml verdunnt. Zur Kopplung wurden 2 ml der mAk-Ldsung tropfenweise 
zu 20 ml der kolloidalen Goldldsung unter schnellem RGhren zugegeben und 30 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die optimale IgG-Konzentration und der geeignete 
pH-Wert fur die Kopplung wurden fur jeden mAk individuell bestimmt. Als Richtwert 
kann 10pg IgG/ml Goldkolloid eingesetzt werden. Zur Stabilisierung des Gold-lgG- 
Konjugats wurden 2 ml Rinderserumalbumin in einer Konzentration von 10% 
zugegeben und weitere 5 min inkubiert. Nicht mit IgG gekoppeltes Goldkolloid und 
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freies IgG wurden anschliefcend durch Zentrifugieren abgetrennt Dazu wurde der 
Kopplungsansatz 30 min bei 15 000 RPM (Sorvall, SS-34) zentrifugiert und der klare 
Oberstand mittels Vakuum abgesaugt. Das Gold-IgG-Konjugat, als loses dunkelrot 
gefarbtes Sediment am Boden des Zentirifugenrohrchens abgesetzt, wurde in 2 ml 
20 mM Tris, pH 8,2 mit Zusatz von 1% Rinderserumalbumin und 0,05% NaN3 
aufgenommen. 

Beispiel 10: Immunchromatographischer Schnelltest 

Mit dem Antikorperpaar HP25.2m/2H10 und HP25.6m/1B5 wurde ein immun- 
chromatographischer Test im Sandwich-Prinzip aufgebaut. Dieser Test besteht, wie 
in Fig. 5 und 6 schematisch dargestellt, aus einem Probenauftrag-Bereich (1), einerri. 
Filter (2), einem Test- bzw. Analysebereich (3) und einem Absorptionsbereich (4). 

Als Signal-bildendes Immunreagenz wurde der-geremigte mAk HP25.2m/2H10 an 
Gold gekoppelt (British BioCell, Cardiff, England). Das mAk-Goldkonjugat wurde in 
deionisiertem Wasser mit Zusatz von 5% Saccharose (Sigma, Deisenhofen) auf eine 
OD (520 nm) von 6 verdunnt und auf ein Konjugatvlies aus Glasfaser (Pall, Dreieich) 
aufgetragen. AnschlieBend wurde das Konjugatvlies vakuumgetrocknet 

Als Testbereich (Fig. 6, 3) wurde Nitrocellulose mit einer FlieSrate von 95- 
175sec/4cm (Millipore, Bedford, MA, USA) mit den die Test- und Kontrollinie 
bildenden Immunreagentien beschichtet. Hierzu wurde ein spezielles Auftragegerat 
fur Teststreifen (Imagene, Hanover, NH, USA) verwendet. Als Testlinie (Fig. 6, 6) 
wurde gereinigter mAk HP25.6m/1B5, 1-4mg/ml, in Phosphatpuffer pH 7,4 in der 
Konzentration 1-2 pg/cm aufgetragen. Als Kontrollinie (Fig. 6, 7) wurde ein 
polyklonaler anti-Maus Antikorper (Dianova, Hamburg) in einer Konzentration von 
0,1-0,3 pg/cm aufgetragen. 

AnschlieBend wurden die beschichtete Nitrocellulose und das beschichtete 
Konjugatvlies zusammen mit den weiteren Komponenten des Teststreifens auf 
Polyestertrager (G&L, Santa Clara, CA, USA) aufgeklebt und in 5 mm breite 
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Einzelstreifen geschnitten. Als Filter (Fig. 6, 2) wurden Glasfasermaterialien (Pall, 
Dreieich; Whatman, Maidstone, England) in einer Breite von 1-2 cm verwendet. Fur 
den Absorptionsbereich (Fig. 6, 4) wurden saugfahigen Zellulose- oder Zellulose- 
Glasfaser-Materialien in einer Breite von 2-3 cm verwendet (Pall, Dreieich; 
Schleicher & Schuell, Dassel; Whatman, Maidstone, England). 

Beispiel 11: Irnmunchromatographischer Schnelltest unter Verwendung von 
Streptavidin als Testline 

Abweichend vom in Beispiel 10 beschriebenen Schnelltest wurde der dort als 
Testlinie eingesetzte mAk HP25.6m/1B5 an Biotin gekoppelt und auf ein zweites 
Konjugatvlies des Probenauflrag-Bereichs aufgetrocknet. 

Als Testlinie wurde rekombinantes Streptavidin (Roche, Mannhejm) in einer 
Konzentration von 10-20 mg/ml in Phoshatpuffer, pH 7,4 beschichtet. 
In diesem Sandwich-Aufbau sind beide Antikorper-Konjugate mobil und wandern 
wahrend der TestdurchfOhrung uber den Teststreifenr In Anwesenheit von Antigen 
bildet sich schon wShrend der Wanderung der gesamte Sandwich-Komplex aus, der 
an der Testlinie Qber die Bindung von Biotin an Streptavidin abgefangen wird. 

Beispiel 12: Nachweis von H. pylori im menschlichen Stuhl mittels 
immunchromatographischem Schnelltest 

Patientenproben 

Zur Evaluierung des immunchromatographischen Schnelltests standen 200 
Stuhlproben von Patienten aus zehn verschiedenen Kliniken oder gastro- 
enterologischen Praxen in Deutschland zur Verfugung. Die Proben stammten sowohl 
von Patienten, die keine Beschwerden und Erkrankungen des gastrointestinalen 
Trakts aufwiesen, als auch von Patienten, die sich aufgrund von Beschwerden oder 
Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts einer Untersuchung unterzogen. Der 
Infektionsstatus der Patienten wurde mittels 13 C-Harnstoff Atemtest oder mittels 
histologischer Untersuchung einer Magenbiopsie-Probe erhoben. Patienten, die 
widerspriichliche Ergebnisse in diesen beiden als Goldstandard akzeptierten 
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Methoden aufwiesen, wurden nicht in die Evaluierung eingeschlossen. Dem 
Laborpersonal war der Infektionsstatus der getesteten Patienten nicht bekannt 

Testdurchfuhrung 

Zur Durchfuhrung des Schnelltests wurden die Stuhlproben 1:15 in einem 
Probenpuffer gel6st und 500 pi der Probenflussigkeit auf die Auftragezone 
(Probenauftrag-Bereich) des Teststreifens aufgetragen. Nach 15-20 Minuten wurde 
der Test visuell ausgewertet. Das Testsignal an der Testlinie wurde als vorhanden 
(Testergebnis positiv) oder nicht vorhanden (Testergebnis negativ) eingestuft. Das 
Ablesen des Testergebnisses wurde jeweils unabhangig voneinander von drei 
Personen, die keine Qualifikation als Laborpersonal aufwiesen, vorgenommen. 
Zusatzlich wurden die Tests vom Laborpersonal halb quantitativ mit 0 (negativ), 1 
(schwach positiv) und 2 (stark positiv) bewertet. 

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse, die mittels des Stuhl-Schnelltests im Vergleich zu 
den beiden Referenzmethoden bei einer -Evakwerung - an insgesamt 200 
Patientenproben erzielt wurden. Von den insgesamt 100 H. py/ori-positiven Proben 
wurden 95 als richtig positiv getestet, bei 5 Proben trat ein falsch negatives Ergebnis 
auf. Von den insgesamt 100 H. py/o/7-negativen Proben wurden 94 Proben als richtig 
negativ getestet, bei 6 Proben trat ein falsch positives Ergebnis auf. Sensitivitat und 
Spezifitat des Schnelltests betrugen im Vergleich zu den Referenzmethoden 95% 
und 94%. 

Tabelle 6: Vergleich der Testergebnisse des Schnelltests und des 
Goldstandards bei der Untersuchung von insgesamt 200 Stuhlproben 



Probennummer 


Ergebnis 
13 C-Harnstoff 
Atemtest 


Ergebnis 
Magenbiopsie 


Ergebnis 
(semiquantitativ) H. 
py/or/-Schnelltest 


1001 


n.d. 


negativ 


0 


1002 


n.d. 


negativ 


0 


1007 


n.d. 


negativ 


0 


1008 


n.d. 


negativ 


0 


1010 


n.d. 


negativ 


0 
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I U I z 


n ri 

n.a. 


negativ 


0 


1U 1 / 


n.a. 


negativ 


0 




n.o. 


negativ 


0 




n.a. 


negativ 


0 


1U24 


n.a. 


negativ 


0 


1 025 


n.a. 


negativ 


0 


1027 


n.a. 


negativ 


0 


1030 


n.a. 


negativ 


0 


1031 


n.d. 


negativ 


0 


1032 


n.d. 


negativ 


0 


1034 


n.d. 


negativ 


0 


1035 


n.d. 


negativ 


0 


1040 


n.d. 


negativ 


0 


1046 


n.d. 


negativ 


0 


2002 


n.d. 


negativ 


0 


2006 


n.d. 


negativ 


0 


2007 


negativ 


n.d. 


0 


2010 


n.d. 


negativ 


0 


2012 


negativ 


n.d. 


0 


2013 


negativ 


n.d. 


0 


2014 


negativ 


n.d. 


0 


2015 


.n.d. 


negativ 


1 


2017 


negativ 


negativ 


0 


2018 


negativ 


negativ 


0 


2023 


n.d. 


negativ 


0 


2024 


negativ 


n.d. 


0 


202o 


n.d. 


negativ 


0 


2033 


negativ 


negativ 


0 


2Uo4 


negativ 


negativ 


0 


2043 


n.o. 


negativ 


0 


3123 


negativ 


n.d. 


0 


3213 


n.o. 


negativ 


0 


3224 




n d 


u 


3225 


n.d. 


negativ 


0 


4004 


n.d. 


negativ 


0 


5004 


n.d. 


negativ 


0 


5007 


n.d. 


negativ 


0 
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5008 


n.d. 


negativ 


0 


5009 


n.d. 


negativ 


0 


5010 


n.d. 


negativ 


I 0 


5012 


n.d. 


negativ 


0 


5013 


n.d. 


negativ 


0 


5017 


n.d. 


negativ 


0 


5018 


n.d. 


negativ 


0 


5019 


n.d. 


negativ 


0 


5020 


n.d. 


negativ 


0 


5021 


n.d. 


negativ 


0 


5022 


n.d. 


negativ 


0 


5024 


n.d. 


negativ 


0 


5025 


n.d. 


negativ 


0 


5027 


n.d. 


negativ 


0 


5028 


n.d. 


negativ 


0 


5030 


n.d. 


negativ 


0 


5031 


n.d. 


negativ 


2 


5033 


n.d. 


negativ 


0 


5035 


n.d. 


negativ 


0 


5036 


n.d. 


negativ 


0 


5040 


n.d. 


negativ 


0 


5042 


.n.d. 


negativ 


0 


5046 


n.d. 


negativ 


0 


5052 


n.d. 


negativ 


0 


5056 


n.d. 


negativ 


1 


5057 


n.d. 


negativ 


0 


5060 


n.d. 


negativ 


1 


5063 


n.d. 


negativ 


0 


5064 


n.d. 


negativ 


0 


5066 


n.d. 


negativ 


0 


5067 


n.d. 


negativ 


0 


5068 


n.d. 


negativ 


0 


6002 


n.d. 


negativ 


0 


6005 


n.d. 


negativ 


0 


6008 


n.d. 


negativ 


0 


6009 


n.d. 


negativ 


0 


6017 


n.d. 


negativ 


0 
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6019 


n.d. 


negativ 


0 


6024 


n.d. 


neaativ 


0 


6026 


n.d. 


neaativ 


0 


6n9Q 


n ri 

1 J.Vi. 


n^nfltiv 

l icyaii v 


o 


6n*^^ 


n ri 

1 1.U. 


i icy o li v 


o 


DUOO 


n ri 


l icrycHI v 


n 
\j 


QUO? 


n ri 

n.u. 


[ Itfycl LI V 


n 


fVKJO 


n.u. 


negativ 


u 


/QUO 


n.u. 


negativ 


o 
Z 


/QQ9 


n.u. 


M ft "^1 \ f 

negativ 


n 
u 


7013 


n.d. 


negativ 


U 


8004 


n.d. 


negativ 


U 


804/ 


n.u. 


negativ 


U 


9004 


n.d. 


negativ 


U 


onnc 

9005 


n.d. 


negativ 


U 


9010 


n.u. 


negativ 


Q 


esr\A a 
901 1 


n.d. 


negativ 


U 


9012 


n.d. 


negativ 


U 


9013 


n.d. 


negativ 


U 


9015 


n.d. 


negativ 


Jk 
\ 


9019 


n.d. 


negativ 


0 


213 


.n.d. 


positiv 


1 


AAA 

444 


n.u. 


positiv 


A 
\ 


1 Quo 


n.u. 


positiv 


A 
I 


1 Hi 
I U i O 


n ri 

n.u. 


posiiiv 






n H 

n.u. 


posmv 


A 
1 


n u i o 


n ri 

n.u. 


posiiiv 


o 


I UZO 


n ri 

n.u. 


pUolli V 


1 
i 




n ri 

n.u. 


puoiu v 


o 




n ri 

n.u. 


rxoci+tw 
UUolUV 


A 
I 


*?nn^ 


hac rf f\/ 

puoiu V 


n ri 

n.u. 


o 


zuuo 


n ri 

n.u. 


pusiiiv 




9009 




n d 


2 


2016 


n.d. 


positiv 


2 


2029 


positiv 


positiv 


2 


2032 


positiv 


positiv 


2 


2035 


n.d. 


positiv 


2 
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2039 


positiv 


positiv 


2 


2040 


n.d. 


positiv 


2 


2041 


positiv 


positiv 


2 


2042 


positiv 


positiv 


2 


3146 


positiv 


n.d. 


2 


3219 


positiv 


positiv 


2 


3220 


positiv 


positiv 


2 


3231 


positiv 


positiv 


2 


3234 


positiv 


positiv 


2 


3241 


positiv 


positiv 


1 


3570 


positiv 


n.d. 


2 


4003 


n.d. 


positiv 


2 


4005 


positiv 


positiv 


1 


4006 


n.d. 


positiv 


2 


4018 


n.d. 


positiv 


2 


4019 


n.d. 


positiv 


2 


4020 


n.d. 


positiv 


2 


5001 


n.d. 


positiv 


2 


5006 


n.d. 


positiv 


2 


5029 


n.d. 


positiv 


2 


5039 


n.d. 


positiv 


2 


5048 


ji.d. 


positiv 


2 


5050 


n.d. 


positiv 


1 


5053 


n.d. 


positiv 


2 


5055 


n.d. 


positiv 


2 


5058 


n.d. 


positiv 


2 


5061 


n.d. 


positiv 


2 


5069 


n.d. 


positiv 


1 


5072 


n.d. 


positiv 


2 


5075 


n.d. 


positiv 


2 


5076 


n.d. 


positiv 


2 


5078 


n.d. 


positiv 


2 


5090 


n.d. 


positiv 


2 


5092 


n.d. . 


positiv 


2 


5100 


n.d. 


positiv 


2 


5150 


n.d. 


positiv 


0 


6001 


n.d. 


positiv 


2 
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6004 


n.d. 


positiv 


2 


6013 


n.d. 


positiv 


1 


6014 


n.d. 


positiv 


2 


6015 


n.d. 


positiv 


2 


6018 


n.d. 


positiv 


2 


6020 


n.d. 


positiv 


1 


6022 


n.d. 


positiv 


2 


6027 


n.d. 


positiv 


2 


6040 


n.d. 


positiv 


2 


6050 


n.d. 


positiv 


2 


6052 


n.d. 


positiv 


2 


6064 


n.d. 


positiv 


2 


6065 


n.d. 


positiv 


2 


7001 


n.d. 


positiv 


1 


7002 


n.d. 


positiv 


2 


7003 


n.d. 


positiv 


1 


7020 


n.d. 


positiv 


0 


8026 ! 


n.d. 


positiv 


0 


8033 


n.d. 


positiv 


2 


9001 


n.d. 


positiv 


2 


9002 


n.d. 


positiv 


2 


9003 ; 


.n.d. 


positiv 


2 


9006 


n.d. 


positiv 


2 


9007 


n.d. 


positiv 


1 


9008 


n.d. 


positiv 


2 


9009 


n.d. 


positiv 


0 


9014 


n.d. 


positiv 


2 


9017 


n.d. 


positiv 


2 


9018 


n.d. 


positiv 


2 


9022 


n.d. 


positiv 


2 


T 01 


positiv 


n.d. 


2 


T 02 


positiv 


n.d. 


2 


T 03 


positiv 


positiv 


2 


T04 


positiv 


positiv 


I 1 


T05 


positiv 


positiv 


1 


T07 


positiv 


positiv 


1 


T09 


positiv 


n.d. 


2 



i 




T 10 


nositiv 


n.d. 


1 


1 1 o 


n d ! 


oositiv 


2 


1 oo 




n d 


2 


1 OO 


pUolUV 


n d 


1 




pUolllV 


n H 
11. u. 




1 D/ 


posniv 


n.u. 


1 


T68 


positiv 


n.d. 


2 


T70 


positiv 


n.d. 


1 


T77 


positiv 


n.d. 


0 


T88 


positiv 


n.d. 


2 


n.<±: nicht bestimmt; 0: negativ; 1 


: schwach positiv; 2: stark positiv 



(n=200) 

Methode Goldstandard 







positiv 


negativ 


H. pylori- 


positiv 


95 


6 


Schnelltest 










negativ 


5 


94 



Sensitivitat: 95% 
Spezifitat: 94% 

Beispiel 13: Klonierung und Sequenzbestimmung der funktionellen variablen 
Bereiche von immunogiobulinen aus Hybridom-Zellinien 

Gesamt-RNA wurde aus Antikorper-produzierenden Hybridom-Zellinien nach 
Chomczynski (Chomczynski, 1987) isoliert Die entsprechende cDNA wurde nach 
Standard-Methoden synthetisiert (Sambrook et al.,. 1989) 

Die DNA-Regionen, weiche die kappa leichte Kette sowie das schwere Kette-Fd- 
Segment (VH bzw. CH1) der jeweiligen Antikorper kodieren wurden mittels PCR 
amplifiziert. Dabei kam das in Tabelle 7 aufgefuhrte Oligunukleotid-Primer Set zur 
Anwendung, die aus den einzelnen Hybridom-Zellinien isolierte cDNA diente als 
Matritze. 
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Das eingesetzte Primer-Set fuhrt zu je einer S-Xho I und einer 3'-Spe I Schnittstelle 
in den schwere Kette-Fd-Fragmenten sowie je einer S'-Sac I und einer 3'-Xba I- 
Schnittstelle in den kappa leichten Ketten. Zur PCR-Amplifikation der schwere Kette- 
Fd-kodierenden DNA-Fragmente wurden 11 verschiedene 5'-VH-Primer (MVH 1-8 
und MULH1-3) jeweils kombiniert mit dem 3'-VH-Primer MlgG2a (HP25.2m/2H10) 
bzw. mit dem 3-VH-Primer MlgG1 (HP25.6m/1B5) verwendet. Zur Amplifikation der 
DNA-Fragmente, welche fur die kappa leichten Ketten codieren, wurden 11 
verschiedene S'-VK-Primer (MUVK 1-7 und MULK1-4) jeweils mit dem 3'-VK-Primer 
3'MUCK kombiniert. 

Das folgende Temperaturprogramm kam bei alien PCR-Amplifikationen zur 
Anwendung: Denaturierung bei 94°C fur 30 s, Primer-Anlagerung bei 52°C fur 60 s, 
Polymerisation bei 72°C fur 90 s. Dieses Programm wurde fur 40 Zyklen 
beibehalten, gefolgt von einer 10 min abschlieSenden Vervollstandigung der 
Fragmente bei 72°C. 

Die Ergebnisse der PCR-Amplifikationen wurden mittels Agarose-Ge!- 
Elektrophorese aufgetrennt und DNA-Banden-des -^rwarteten Molekulargewichts 
isoliert. 

Fur den Antikorper 25.2m/2H10 wurden die isolierten Banden anschlieSend einem 
Restriktionsverdau unter Einsatz der Enzyme Xho I und Spe I (schwere Ketten) bzw. 
Sac I und Xba I (leichte Ketten) unterzogen und die erhaltenenen Fragmente in den 
Plasmid-Vektor Bluescript KS (Stratagene) kloniert, nachdem dieser zunachst mit 
den Restriktionsenzymen Xho I und Spe I bzw. Sac I und Xba ! gespalten worden 
war. 

Plasmid-Praparationen der klonierten schwere und leichte Ketten-Fragmente wurden 
daraufhin sequenzanalysiert. Es wurden Sequenzen ausgewahlt, die fur funktionelle 
variable Bereiche der Immunglobulin schwere und leichte Kette (VH bzw. VL) 
codieren. Auf diese Weise konnte fur diese Hybridom-Zellinie genau ein funktioneller 
VH- und ein funktioneller VL-Bereich identifiziert werden. Die funktionellen VH- und 
VL-Sequenzen sind in Fig. 1/Fig. 2 wiedergegeben. Die ersten vier Aminosauren der 
VH-Region wurden durch Umklonierung erganzt. Klonierung und Sequenzierung 
wurden nach Standardmethoden durchgefuhrt (Sambrook et al., 1989). 
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FQr den Antikorper 25.6m/1B5 wurden die isolierten Banden anschliefcend direkt 
sequenziert und eine funktionelle leichte und eine funktionelle schwere Kette 
identifiziert. Das schwere-Ketten-Fd-Fragment und die leichte Kette wurden 
anschlieGend einem Restriktionsverdau unter Einsatz der Enzyme Xhol und Spel 
(Schwere Kette) bzw. Sad und Xbal (Leichte Kette) unterzogen und die 
erhaltenenen Fragmente in den Plasm id-Vektor pBSIIIHisEx (Connex) kloniert, 
nachdem dieser zunSchst mit den Restriktionsenzymen Xho I und Spe I bzw. Sac I 
und Xba I gespalten worden war, und erneut sequenziert. 

Auf diese Weise konnte fur diese Hybridom-Zellinie genau ein funktioneller VH- und 
ein funktioneller VL-Bereich identifiziert werden. Die funktionellen VH- und VL- 
Sequenzen sind in Fig. 3/Fig. 4 wiedergegeben. Bei den VH- und VL Sequenzen 
sind die reifen N-Termini dargestellt, wie sie durch die Sequenzierung mittels 
Leaderprimer ermittelt wurden. Klonierung und Sequenzierung wurden nach 
Standardmethoden durchgefuhrt (Sambrook et al., 1989). 
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Tabelle 7: Liste derfurdie PCR-Amplifikation derfunktionellen variablen Bereiche 
von schweren und leichten Immunglobulin-Ketten verwendeten Primer (Orientierung 
5' - 3') 

MVH1 (GC)AG GTG CAG CTC GAG GAG TCA GGA CCT 

MVH2 GAG GTC CAG CTC GAG CAG TCT GGA CCT 

MVH3 CAG GTC CAA CTC GAG CAG CCT GGG GCT 

MVH4 GAG GTT CAG CTC GAG CAG TCT GGG GCA 

MVH5 GA(AG) GTG AAG CTC GAG GAG TCT GGA GGA 

MVH6 GAG GTG AAG CTT CTC GAG TCT GGA GGT 

MVH7 GAA GTG AAG CTC GAG GAG TCT GGG GGA 

MVH8 GAG GTT CAG CTC GAG CAG TCT GGA GCT — 

MULK1 GGG GAG CTC CAC CAT GGA GAC AGA CAC ACT CCT GCT AT ™ 

MULK2. GGG GAG CTC CAC CAT GGA TTT TCA AGT GCA GAT TTT CAG 

MULK3 GGG GAG CTC CAC CAT GGA GWC ACA KWC TCA GGT CTT TRT A 

MULK4 GGG GAG CTC CAC CAT GKC CCC WRC TCA GYT YCT KGT 

MlgG1 TAT GCA ACT AGT ACA ACC ACA ATC GCT GGG 

MlgG2a GAG AGA GGG GTT CTG ACT AGT GGG CAC TCT GGG CTC 

MUVK1 CCA GTT CCG AGC TCG TTG TGA CTC AGG AAT CT 

MUVK2 CCA GTT CCG AGC TCG TGT TGA CGC AGC CGC CC 

MUVK3 CCA GTT CCG AGC TCG TGC TCA CCC AGT CTC CA 

MUVK4 CCA GTT CCG AGC TCC AGA TGA CCC AGT CTC CA 

MUVK5 CCA GAT GTG AGC TCG TGA TGA CCC AGA CTC CA - 

MUVK6 CCA GAT GTG AGC TCG TCA TGA CCC AGT CTC CA - 

MUVK7 CCA GTT CCG AGC TCG TGA TGA CAC AGT CTC CA 

MULH1 GGG CTC GAG CAC CAT GGR ATG SAG CTG KGT MAT SCT CTT 

MULH2 GGG CTC GAG CAC CAT GRA CTT CGG GYT GAG CTK GGT TTT 

MULH3 GGG CTC GAG CAC CAT GGC TGT CTT GGG GCT GCT CTT CT 

3' MUCK GCG CCG TCT AGA ATT AAC ACT CAT TCC TGT TGA A 
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Patentanspruche 40 

1 & MSrz 2000 

1. Verfahren zum Nachweis einer Infektion eines Saugers mit einem Saure- 
resistenten Mikroorganismus, das folgende Schritte umfaGt: 

(a) Bereitstellen eines immunchromatographischen Tests mit einem 
Probenauftragbereich zum Auftragen einer Stuhlprobe des Saugers mit einem 
Antigen und Auftragen der Stuhlprobe, 

(b) Inkubieren der Stuhlprobe unter Verwendung (i) eines ersten Rezeptors unter 
Bedingungen, die eine Komplexbildung des Antigens aus. dem Saure-resistenten 
Mikroorganismus mit dem Rezeptor erlauben; oder (ii) mindestens zweier 
unterschiedlicher erster Rezeptoren unter Bedingungen, die eine Komplexbildung 
des Antigens aus dem SSure-resistenten Mikroorganismus mit den beiden ersten 
Rezeptoren erlauben und wobei der erste Rezeptor gemaS (i) oder die ersten 
Rezeptoren gemaG (ii) ein Antigen spezifisch-bindet/binden, das zumindest bei 
einem Teil der Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen 
Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder 
Immunisierung mit dem Saure-resistenten Mikroorganismus Oder einem Extrakt oder 
Lysat davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem 
synthetischen Peptid AntikSrper produziert, 

(c) Bereitstellen eines an einem Analysebereich immobilisierten zweiten Rezeptors, 
wobei der zweite Rezeptor einen Antigen-Rezeptorkomplex gemad (b) bindet, und 

(d) Transportieren und Nachweisen der Bildung mindestens eines Antigen- 
Rezeptorkomplexes gemafc (b) durch Akkumulieren des Antigen-Rezeptorkomplexes 
an dem zweiten Rezeptor im Analysebereich. 

2. Immunchromatographischer Test zum Nachweis einer Infektion eines Saugers mit 
einem Saure-resistenten Mikroorganismus, wobei der Test insbesondere geeignet 
bzw. ausgebildet ist, ein Verfahren nach Anspruch 1 auszufuhren, mit: 
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(a) einem Probenauftragbereich (1 ,2) zum Auftragen einer Stuhlprobe des Saugers 
mit einem Antigen, 

(b) einer Einrichtung zum Inkubieren der Stuhlprobe unter Verwendung (i) eines 
ersten Rezeptors (5) unter Bedingungen, die eine Komplexbildung des Antigens aus 
dem Saure-resistenten Mikroorganismus mit dem Rezeptor erlauben; oder (ii) zweier 
unterschiedlicher erster Rezeptoren unter Bedingungen, die eine Komplexbildung 
des Antigens aus dem Saure-resistenten Mikroorganismus mit den beiden ersten 
Rezeptoren erlauben und wobei der erste Rezeptor gemaS (i) oder die ersten 
Rezeptoren gemafc (ii) ein Antigen spezifisch bindet/binden, das zumindest bei 
einem Teil der Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen 
Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder 
Immunisierung mit dem Saure-resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder 
Lysat davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem 
synthetischen Peptid Antikorper produziert, 

(c) einem an einem Analysebereich immobilisierten zweiten Rezeptor (6), wobei der 
zweite Rezeptor (6) einen Antigen-Rezeptorkomplex gemaS (b) bindet, und 

(d) einer Transporteinrichtung (3), die den Antigen-Rezeptorkomplexes gemaS (b) 
zum Analysebereich mit dem immobilisierten zweiten Rezeptor (6) zum 
Akkumulieren des Analyten-Rezeptorkomplexes transportiert. 

3. Verfahren bzw. Test nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Stuhlprobe vor dem 
Auftragen suspendiert wird. 

4. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei ein 
Teststreifen mit einem Analysebereich aus Zellulose oder Zellulosederivat 
bereitgestellt wird und das Tragermaterial geeignet ist, dass der Transport uber die 
Kapillarkrafte im Tragermaterial geschieht. 

5. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der 
Probenauftragbereich ein Konjugatvlies (1) und ein in Transportrichtung 
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nachgeordneten Filter (2) aufweist, der geeignet ist, im wesentlichen die 
Feststoffanteile des Stuhls bzw. der Stuhlsuspension zu filtern. 

6. Verfahren bzw. Test nach Anspruch 5, wobei der Filter (2) eine AusschluSgroSe 
von 1 bis 2 pm aufweist. 

7. Verfahren bzw. Test nach Anspruch 5 Oder 6, wobei der Filter aus Glasfaser 
und/oder Polyester-Glasfaser-Gemischen hergestellt ist. 

8. Verfahren bzw. Test nach einem der AnsprQche 4 bis 6, wobei der Teststreifen auf 
einem PolyestertrSger fest angeordnet ist. 

9. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei als 
erste(r) und/oder zweiter Rezeptor(en) Antikorper bzw. Antikorperkonjugate 
bereitgestellt werden. 

10. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 4 bis 9, wobei der/die erste(n) 
Rezeptor(en) (5) durch die Suspension I6sbar und/oder der zweite Rezeptor (6) 
durch die Suspension unlosbar auf den Teststreifen immobilisiert bzw. aufgetrocknet 
ist/sind. 

11. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei im Fall 
(i) der erste Rezeptor (5) bzw. im Fall (ii) einer der ersten Rezeptoren mit sichtbaren 
bzw. farbigen Partikeln, partikularen Direktmarkierungen wie mit kolloidalem Gold 
oder Latex bzw. Polystyrol markiert ist, deren GroSe typischerweise im Bereich 
zwischen 5 nm und 100 nm, vorzugsweise zwischen 40 nm und 60 nm liegt, oder 
mittels eines weiteren Rezeptors, der im Fall (i) spezifisch den ersten Rezeptor bzw. 
im Fall (ii) einen der ersten Rezeptoren bindet, markiert wird, wobei der weitere 
Rezeptor mit sichtbaren bzw: farbigen Partikeln, partikularen Direktmarkierungen wie 
mit kolloidalem Gold oder Latex bzw. Polystyrol markiert ist, deren GrQSe 
typischerweise im Bereich zwischen 5 nm und 100 nm, vorzugsweise zwischen' 40 
nm und 60 nm liegt . 
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12. Verfahren bzw. Test nach Anspruch 11, wobei im Fall (ii) mindestens einer der 
ersten Rezeptoren, die nicht mit sichtbaren bzw. farbigen Partikeln markiert sind, mit 
Biotin konjugiert ist und der zweite Rezeptor (6) Streptavidin und bevorzugt 
Polystreptavidin ist, so dass der (die) erste(n) biotinylierte(n) Rezeptor(en) uber 
Streptavidin an derTestlinie immobilisiert wird (werden). 

13. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei in 
Transportrichtung hinter dem Testabschnitt ein Kontrollabschnitt, wie bevorzugt eine 
Kontrolilinie, ausgebildet ist. 

14. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 4 bis 13, wobei der Teststreifen 
im wesentlichen in Transportrichtung an seinem Ende einen Absorptionsbereich (4) 
aufweist. 

15. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 4 bis 14, wobei der Teststreifen 
eine Breite von 3 bis 10 mm, bevorzugt etwa 5 -mm, tmd eine-Lange von 50 bis 100 
mm, bevorzugt 75 mm, hat. 

16. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 4 bis 15, wobei die Lange des 
Konjugatvlieses (1) 5 bis. 30 mm, bevorzugt etwa 25 mm, die Oberlappung von 
Konjugatvlies (1) und Filter in FlieSrichtung 5 bis 15 mm, bevorzugt etwa 10 mm; bei 
Verwendung von zwei Konjugatvliesen die Lange des ersten Konjugatvlieses 
bevorzugt etwa 25 mm, die Oberlappung des ersten und zweiten Konjugatvlieses in 
FlieSrichtung bevorzugt etwa 12,5 mm, die Lange des zweiten Konjugatvlieses 
bevorzugt etwa 12,5 mm, die Oberlappung von zweitem Konjugatvlies und Filter (2) 
in FlieBrichtung bevorzugt etwa 10 mm, die Lange des Test- bzw. Analysebereichs 
10 bis 30 mm, bevorzugt etwa 20 mm, die Breite etwa 5 mm und die Oberlappung 
von Test- bzw. Analysebereich und Absorptionsbereich in Fliefcrichtung bevorzugt 
etwa 1 mm betragt. 

17. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der 
Mikroorganismus ein Saure-resistentes Bakterium, bevorzugt ein Bakterium der 
Gattung Helicobacter, Campylobacter oder der Gattung Mycobacterium und 
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besonders bevorzugt ein Bakterium der Spezies Helicobacter pylori, Helicobacter 
hepaiicus, Campylobacter jejuni oder Mycobacterium tuberculosis ist., wobei 
vorzugsweise das Antigen das Antigen einer Katalase, vorzugsweise von H. pylori, 
ist. 

18. Verfahren bzw. Test nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der 
Rezeptor/die Rezeptoren (ein) Antikorper, (ein) Fragment(e) oder Derivat(e) davon 
oder (ein) Aptamer(e) ist/sind oder weiter bevorzugt ein Maus-Antikorper oder ein 
Fragment oder Derivat davon oder ein chimarer, vorzugsweise ein humanisierter 
Antikorper oder ein Fragment oder Derivat davon ist, oder ein Bindepartner, 
vorzugsweise Avidin, Streptavidin, Pplystreptavidin und Biotin. 

19. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 17 oder 18, wobei fur den 
Nachweis ein Gemisch von Rezeptoren eingesetzt wird, wobei das Gemisch von 
Rezeptoren als Fanger des Antigens fungiert, wenn der Rezeptor als Detektor des 
Antigens eingesetzt wird und/oder das Gemisch- als Betektor-des Antigens fungiert, 
wenn der Rezeptor als Fanger des Antigens eingesetzt wird und vorzugsweise das 
Gemisch von Rezeptoren ein polyklonales Antiserum ist. 

20. Verfahren bzw. Test -nach einem der Anspruche 17 bis 19, wobei fur den 
Nachweis Gemische von Rezeptoren eingesetzt werden, wobei ein Gemisch von 
Rezeptoren als Fanger des Antigens fungiert und ein Gemisch von Rezeptoren als 
Detektor des Antigens fungiert und vorzugsweise mindestens ein Gemisch ein 
polyklonales Serum ist. 

21. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 17 bis 19, wobei ein Gemisch 
von Rezeptoren sowohl als Fanger als auch als Detektor des Antigens fungiert und 
vozugsweise das Gemisch ein polyklonales Antiserum ist 

22. Verfahren bzw. Test nach Anspruch 19, wobei das polyklonaie Antiserum gegen 
ein Lysat des Mikroorganismus gewonnen wurde und vorzugsweise das Lysat ein 
Lysat mit angereichertem Antigen ist und weiter bevorzugt das Lysat ein Lysat mit 
abgereicherten immundominanten Antigenen ist, oder wobei das polyklonaie 
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Antiserum gegen ein aufgereinigtes oder ein (semi)synthetisch hergestelltes Antigen 
gewonnen wurde und bevorzugt das Antigen ein Antigen einer Katalase ist. 

23. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruehe 17 bis 22, wobei der (die) 
Rezeptor(en), der (die) Fanger des Antigens (a) fungiert (fungieren) und/oder der 
(die) Rezeptor(en), der (die) als Detektor des Antigens (b) fungiert (fungieren), 
jeweils durch einen lmmunkomplex ersetzt wird (werden), der 

im Fall (a) aus mindestens einem unmarkierten Antikorper, der spezifisch das 
Antigen bindet und einem markierten Antikorper, der spezifisch diesen mindestens 
einen unmarkierten Antikorper bindet, 

im Fall (b) aus mindestens einem nicht immobilisierten Antikdrper, der spezifisch das 
Antigen bindet und einem an der Testlinie immobilisierten Antikorper, der spezifisch 
diesen mindestens einen nicht immobiliserten Antikorper bindet, 
besteht. 

24. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruehe 19- oder 23, wobei der Rezeptor 
und/oder das Gemisch von Rezeptoren (ein) Konformationsepitop(e) bindet/n. 

25. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruehe 18 bis 24, wobei die schwere 
Kette des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers mindestens eine derfolgenden 
CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : NYWIH 

CDR2: YINPATGSTSYNQDFQD 

CDR3: EGYDGFDS 

und wobei bevorzugt die die schwere Kette des AntikCrpers kodierende DNA- 
Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter 
bevorzugt alle drei folgenden CDRs aufweist: 
CDR1 : AACTACTGGA TTCAC 

CDR2: TACATTAATC CTGCCACTGG TTCCACTTCT TACAATCAGG 

ACTTTCAGGA C 
CDR3: GAGGGGTACG ACGGGTTTGA CTCC 
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und wobei weiter bevorzugt die leichte Kette des ein Katalase-Epitop bindenden 
Antik6rpers mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und 
weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs aufweist: 
CDR1 : SASSSVNYMY 
CDR2: DTSKLAS 
CDR3 . QQWSSNPYT 

und wobei weiter bevorzugt die die leichte Kette des Antikorpers kodierende DNA- 
Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter 
bevorzugt alle drei folgenden CDRs aufweist: 
CDR1 : AGTGCCAGCT CAAGTGTAAA TTACATGTAC 
CDR2: GACACATCCA AATTGGCTTC T 
^ CDR3: CAGCAGTGGA GTAGTAATCC GTACACG 

26. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 18 bis 25, wobei die schwere 
Kette des ein Katalase-Epitop bindenden Antikorpers mindestens eine der folgenden 
CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle -drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1: DTYVH 

CDR2: KIDPANGKTKYDPIFQA 

CDR3: PIYYASSWFAY 

und wobei bevorzugt die schwere Kette des Antikorpers kodierende DNA-Sequenz 
mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt 
alle drei folgenden CDRs aufweist: 
CDR1: GACACCTATGTGCAC 

CDR2: AAGATTGATCCTGCGAATGGTAAAACTAAATATGACCCGATATTC 
CAGGCC 

CDR3: CCCATTTATTACGCTAGTTCCTGGTTTGCTTAC 

und wobei weiter bevorzugt die leichte Kette des ein Katalase-Epitop bindenden 

Antikorpers mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und 

weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs aufweist: 

CDR1: KASQ DVGTSVA 

CDR2: WTSTRHT 

CDR3 . QQYSSSPT 
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und wobei weiter bevorzugt die die leichte Kette des Antikorpers kodierende DNA- 

Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter 

bevorzugt alle drei folgenden CDRs aufweist: 

CDR1 : AAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTTCTGTTGCC 

CDR2: TGGACATCCACCCGGCACACT 

CDR3: CAGCAATATAGCAGCTCTCCCACG 

27. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 18 bis 26, wobei die Antikorper 
in den variablen Regionen der leichten und schweren Ketten die in den Figuren 1 
und 2 Oder 3 und 4 dargestellten Aminosauresequenzen aufweisen. 

28. Verfahren bzw. Test nach einem der Anspruche 18 bis 27, wobei die 
kodierenden Bereiche der variablen Regionen der leichten und schweren Ketten die 
in den Figuren 1 und 2 oder 3 und 4 dargestellten DNA-Sequenzen aufweisen. 

29. Verfahren bzw. Test nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei mit der 
Stuhlprobe vor der Inkubation mit den Antikorpern folgende Schritte durchgefuhrt 
werden: Resuspendieren der Stuhlprobe 1:3 bis 1:25, vorzugsweise etwa 1:15 in 
Probenpuffer. 

30. Verfahren bzw. Test nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei der glelche 
Rezeptor zur Bindung an die Festphase wie zum Nachweis des Epitops eingesetzt 
wird. 

31. Verfahren bzw. Test nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei der 
Rezeptor ein monoklonaler Maus-Antikorper ist. 

32. Verfahren bzw. Test nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei der Sauger 
ein Mensch ist. 

33. Monoklonaler Antikorper, Fragment oder Derivat davon, der/das eine V-Region 
aufweist die eine Kombination der in den Anspruche 25 und 26 definierten CDRs 
umfaSt. 
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34. Monoklonaler Antikorper, Fragment oder Derivat davon nach Anspruch 33, 
der/das mindestens eine der in den Figuren 1 und 2 oder 3 und 4 dargestellten V- 
Regionen aufweist 

35. Monoklonaler Antikorper, Fragment oder Derivat davon nach Anspruch 33 oder 
34, der ein Maus-Antikdrper oder ein Fragment oder Derivat davon oder ein 
chimarer, vorzugsweise ein humanisierter Antikorper oder ein Fragment oder Derivat 
davon ist. 

36. Aptamer, das dasselbe Epitop wie der monoklonale Antikorper, das Fragment 
oder Derivat davon nach einem der Anspruche 33 bis 35 spezifisch bindet. 

37. Epitop, das von einem monoklonaler Antikorper, Fragment oder Derivat. davon 
nach einem der Anspruche 33 bis 35 oder dem Aptamer nach Anspruch 36 
spezifisch gebunden wird. — 

38. Antikorper, Fragment oder Derivat davon, der/das ein Epitop nach Anspruch 37 
spezifisch bindet. 

39. Kit enthaltend mindestens einen Test nach einem der AnsprCche 2 bis 38. 
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Fig. 1 

+1 EVQLLEQ.P 

GAGGTGCAGCTGCTCGAGCAGCCTGGGGCT 30 

+1 ELAKPGASVK 

GAACTGGCAAAACCTGGGGCCT C AGT GAAG 60 

+1 MSCKASG Y T F 

ATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTT 90 

+1 TNYWI HWVKQ 

ACT AACTACTGGATTCAC TGGGTGAAACAG 120 

+1 RPGQGLKWIG 

AGGC CTGGACAGGGT CTGAAATGGAT TGGA 150 

+1 YINPATGSTS 

TACATTAATCCTGCCACTGGTTCCACTTCT 180 

+1 YNQDFQDRAT 

TACAATCAGGACTTTCAGGAC AGGGCCACT 210 

+1 LTADKS STTA 

TTGACCGCAGACAAGTCCTCCACCACAGCC 240 

+1 YMQLTSLTSE 

TACATGCAGCTGACCAGCCTGACATCT GAG 270 

+1 DSSVYYCARE 

GACTCTTCAGTCTAT T AC T GT GC A AG AGAG 300 

+1 GYDGFD SWGQ 

GGGTACGACGGGTTTGACTCCTGGGGCCAA 330 

+1 



GTTL TVS S 

GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA 



360 
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Fig. 2 



+1 ELVLTQSPAI 

GAGCTCGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATC 30 

+1 MSAS PGEKVT 

ATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACC 60 

+1 MTCSASSSVN 

ATGACCTGC AGTGCCAGCTCAAGTGTAAAT 90 

+1 Y M Y W Y Q Q K S G 4 

TACATGTAC TGGT ACCAGCAGAAGT CAGGC 120 

+1 T S PKRWIYDT 

A C C T C C C C C A A A AG A T GGA T T T AT G A C AC A 150 

+1S KLA S GVP AR 

TCCAAATTGGCTTCT GGAGTCCCTGCTCGC 180 

+1 FSGSGSGTSY 

TTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTAC 210 

+1 SLTLSSMEAE 

TCTCTCACACTCAGCAGCATGGAGGCTGAA 240 

+1 DAATYYCQQW 

GATGCCGCCACTTATTACTGC CAGCAGTGG 270 

+1 SSNPYTFGGG 

AGTAGTAATCCGT A C A C G T T C GGAGGGGGG 300 

+1 T K L E I K 

ACCAAGCTGGAGATAAAA 330 
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Fig. 3 

+1 EVQLQQSGA E 

GAGGT T C AGC T GC AGC AGT C TGGGGCAGAG 30 

+1 LVKPGASVKL 

C T T GT GA AGC CTGGGGCCTCAGTCAAGTTG 60 

+1 SCTSSG FNIK 

TCCTGCACATCTTCTGGCTTCAACATTAAA 90 

+1 D T Y VHWMK Q R 

GACACCTATGTGCAC TGGATGAAArAr.Afir. 120 

+1 PEQGLEWIGK 

CCTGAACAGGGC CTGGAGTGGATTGGA AAG 150 

+1 IDPANGKTK Y 

ATTGATCCTGCGAATGGTAAAACTAAATAT 180 

+1 DP I FQAKATM 

GACCCGATATTCCAGGCC AAGGCr.AP.TATn 2 10 

+1 TADAS SNTAY 

ACAGCAGACGCATCCTCCAATACAGCCTAC 240 

+1 LQLSSLTSED 

CTGCAACTCAGCAGCCTGACTTCTGAGGAC 270 

+1 TAVYYCALPI 

ACTGCCGTCTATTACTGTGCTCTC CCCATT 300 

+1 YYASSWFAYW 

TATTACGCTAGTTCCTGGTTTGCTTAC TGG 330 

+1 GQGTLVTVS A 

GGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA 360 



[Printed:24-01-200t 



[EP001 05592.0 
4/5 

Fig. 4 

D I VMTQSHKF 

GAC AT T GTGATGAC C CAGTCTCACAAATTC 30 . 

MS T SVGDRVS 
ATGTCCACAT C AGT AGGAGAC AGGGT CAGC 60 

I TCKA SQDVG 

ATCACCTGC AAGGCCAGTCAGGATGTGGGT 90 

T S VAWYQQKP 
ACTTCTGTTGCC TGGTATCAAC AGAAACCT 120 

GHSPKLLIYW 

GGGCACTCTCCTAAATTACTGATTTAC TGG 150 

TS TRH TGVPD 

ACATCCACCCGGCACACT GGAGTCCCTGAT 180 

RFTGS GSGTD 

CGCTTCACAGGCAGTGGATC T GGGAC AGAT 210 

FIL TISNVQS 
TTCATTCTCACCATTAGCAATGTGCAGTCT 240 

EDLADYFCQQ 

G A AG AC T TGGC AGAT TATTTCTGT CAGCAA 270 

YS S SPTFGGG 

TATAGCAGCTCTCC CACGT TCGGAGGGGGG 300 



A K V E IK 

GCCAAGGTGGAAATAAAA 



330 
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Fig. 6 
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Zusammenfassung 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Infektion eines Saugers mit 
einem Saure-resistenten Mikroorganismus, das folgende Schritte umfaGt: (a) 
Bereitstellen eines immunchromatographischen Tests mit einem 
Probenauftragbereich zum Auftragen einer Stuhiprobe des Saugers mit einem 
Antigen und Auftragen der Stuhiprobe, (b) Inkubieren der Stuhiprobe unter 
Verwendung (i) eines ersten Rezeptors unter Bedingungen, die eine Komplexbildung 
des Antigens aus dem Saure-resistenten Mikroorganismus mit dem Rezeptor 
erlauben; Oder (ii) mindestens zweier unterschiedlicher erster Rezeptoren unter 
Bedingungen, die eine Komplexbildung des Antigens aus dem Saure-resistenten 
Mikroorganismus mit den mindestens zwei ersten Rezeptoren erlauben und wobei 
der erste Rezeptor gemaB (i) oder die ersten Rezeptoren gemaS (ii) ein Antigen 
spezifisch bindet/binden, das zumindest bei einem Teil der Sauger nach der 
Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur oder der Struktur 
entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder tanmunisierung mit dem Saure- 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid 
AntikSrper produziert, (c) Bereitstellen eines an einem Analysebereich 
immobilisierten zweiten Rezeptors, wobei der zweite Rezeptor einen Antigen- 
Rezeptorkomplex gemaS (b) bindet, und (d) Transportieren und Nachweisen der 
Bildung mindestens eines Antigen-Rezeptorkomplexes gemaS (b) durch 
Akkumulieren des Antigen-Rezeptorkomplexes an dem zweiten Rezeptor im 
Analysebereich. Die Erfindung betrifft ferner einen immunchromatographischen Test, 
der insbesondere geeignet bzw. ausgebildet ist, urn das erfindungsgemaSe 
Verfahren durchzuftihren. 
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